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Introducción
La primera suposición sobre la existencia de “pequeños animales” en la
cavidad oral fue hecha en el siglo XVII por ANTONY VAN LEEUWENHOEK.
Desde entonces, yfundamentalmente a partir de la segunda mitad del siglo XIX que
tuvo como figuras a PASTEUR, LISTER, KOCK y COHN entre otros, se produjo
el gran avance de la microbiología general y, por tanto de la bucal. Es precisamente
a finales del siglo pasado cuando se asocia la flora normal de la boca, con la
enfermedad oral quepresenta mayor prevalencia, nos referimos a la Caries Dental.
En 1890 MILLER, un dentista norteamericano, formula la teoría
quimioparasitaria, en la que señala que la causa de la caries son los ácidos
producidos por los microorganismos de la boca. Las investigaciones en este sentido
continuaron, y en 1922 se aislan microorganismos del tipo Lactobacillus a partir de
una lesión cariogénica. Desde entonces, y hasta mediados de la década de los
cuarenta se consideró, que los Lactobacillus eran la principal causa de la Caries
Dental.
Hacia 1960 se sustituyó a los bacilos lácticos causantes de las lesiones
cariogénicas en dientes, por los estreptococos acidogénicos fundamentalmente 5
.
mutans
El estudio que a continuación detallamos nos dará un mayor conocimiento de
las características y propiedades que posee este microorganismo, que han llevado
a considerarlo como el principal candidato, aunque no el único, en el inicio de las
lesiones de caries.
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1. Strentococcus mutans
.
La primera información que se tiene sobre este microorganismo se remonta a
1924, cuando CLARKE lo aisló de lesiones de caries en dientes humanos y le da el
nombre de “mutans” debido a que el microorganismo aislado tenía tendencia a ser
pleomórfico, presentándose bien como cadena de cocos, o como bacilos cortos en
forma de mutantes (38). Hoy día podemos añadir que puede presentar formas
variables en cuanto a la morfología de sus colonias.
En 1946, diversas experiencias realizadas en roedores suprimen las cañes
dentales por medio de antibióticos, sugiriendo la implicación de bacterias sensibles
a la penicilina en dicha infección. Este hecho sirvió de acicate para que diversas
investigaciones trataran de aclarar la relación entre algunos especies bacterianas
específicas y la caries dental (168).
En 1960, se aislan algunas cepas de estreptococos de lesiones canosas en
roedores, pudiendo dichas cepas producir las mismas lesiones en otros roedores
libres de caries (125). Desde entonces, especies similares se han aislado de lesiones
de caries en el hombre, aunque fue CARLSSON el primero que indicó que las
propiedades de los estreptococos cariogénicos aislados eran las mismas que las de
la especie que inicialmente estudió CLARKE (32). Habían transcurrido cuarenta
años.
En 1974, aún no era reconocida como especie independiente en la 8~ edición
del Bergey ‘s Manual ofDeterminative Bacteriology, pero el hecho de ser la especie
mejor descrita entre los estreptococos orales hizo que fuera añadida a la lista
aprobada de nombres de bacterias.
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Actualmente en la 100 edición del manual ocupa un lugar dentro del grupo
“Oral Streptococci” (¡78), siendo muy numerosos los trabajos publicados que han
ido apareciendo desde los primeros años de la década de los sesenta, probablemente
debido a la observación de que muchas de sus cepas son altamente cariogénicas en
animales de experimentación (94).
Diversos autores han descrito detalladamente cepas de colección de 5
.
mutans, demostrando que esta especie tiene una serie de características que la hacen
distinguirse de otros estreptococos orales, por lo que se considera como un grupo
homogéneo de microorganismos esféricos Gram-positi vos asociados en cadenas, no
móviles y catalasa negativo (56). Todas las cepas fennentan el manito) y la gran
mayoría el sorbitol, melobiosa, rafinosa, esculina e inulina; normalmente no desami-
non la arginina produciendo amoniaco, y sintetizan glucanos solubles e insolubles
en agua a partir de la sacarosa (68).
5. mutans esfundamentalmente a o no hemolítico en agar sangre, aunque se
han encontrado cepas fi hemolíticas que pueden llegar al 25% según el lugar de
origen, como demostró WOLTJES y coL en 1982 (254). Aunque éstas, son a gran-
des rasgos, las características de 5. mutans, no todas sus cepas cumplen estos
requisitos, como se verá en posteriores clas(ficaciones.
El hábitat natural de 5. mutans en el hombre es la boca, y dentro de ella, la
placa dental que se forma sobre los dientes. Es por esta razón por lo que en el
recién nacido es raro que se encuentre, haciendo su aparición con la erupción de
los dientes y desapareciendo cuando ellos lo hacen. Hay que añadir, como dato de
interés, que tambiénse asocia con prótesis dentales. Podemos señalar que, desde un
punto de vista ecológico, 5. mutans ha desarrollado propiedades que le permiten
colonizar selectivamente superficies duras tales como el esmalte dental.
Por tanto, dentro de la boca colonizo los dientes, fundamentalmente aquellas
4
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zonas que son retentivas y facilitan su acwnulación. La presencia de dicho
microorganismo en saliva es muy frecuente, pero no en altas proporciones,
posiblemente debido a la incapacidad de colonizar superficies mucosas. El hecho de
que se encuentre en saliva se debe al efecto de “lavado” que ésta realiza sobre las
superficies dentales (35,169).
Lafuente de infección no está completamente clara; análisis microbiológicos
enfamilias y ambientes cerrados parecen indicar una transferencia por contacto oral
o salivar (196). De igualforma se ha sugerido una posible transmisión de una parte
de la boca a otra, a través de instrumentos dentales como son el cepillo de dientes
y la seda dental (169). Otro hábitat de 5. mutans de donde puede ser aislado con
frecuencia es a partir de heces humanas (93).
Diversos investigadores han estudiado la distribución de 5. mutans en el reino
animal, pudiéndose encontrar en algunos roedores, como hámster y ratas de
laboratorio, y con menos frecuencia en animales salvajes (46).
¡1. AISLAMIENTO.
La gran cantidad de especies presentes en la cavidad oral ha hecho necesario
que se desarrolle un medio específico de aislamiento para esta especie, que permita
ident(ficar y enumerar este microorganismo a partir de saliva yplaca dental.
El medio más utilizado para el crecimiento selectivo de los estreptococos
orales es el agar Mitis salivarius (MSA) (140). Este medio inhibe la mayor parte de
las bacterias presentes en la cavidad oral a excepción de los estreptococos, debido
a que contiene tres inhibidores: azul trypan, cristal violeta, y telurito potásico. El
medio también contiene un 5% de sacarosa como frente de carbono, apartir de la
5
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cual la formación de polisacáridos extracelulares confiere a las colonias una
morfilogia típica que hace que se puedan distinguir unas de otras (cuadro 1).
Aunque este medio da muy buenos resultados, la mayor importancia de 5
.
mutans dentro del grupo de estreptococos orales hizo necesaria la obtención de un
medio selectivo espec(fico para este microorganismo. Han sido numerosos los
distintos medios propuestos, siendo el primero de ellos el descrito por CARLSSON
en 1967, conteniendo sulphadimentina, y basándose en la relativa resistencia de esta
especie a las sulfamidas (31).
En 1972, IREDA y SANDHAM describen dos medios selectivos para 5
mutans. El primero de ellos, al que denominan BCY, tiene como base el agar
infusión cerebro-corazón suplementado con extracto de levadura, casitona y cisteina.
No era un buen medio selectivo, pero permitía ident(ficarfácilmente 5. mutanspor
la morfología de sus colonias, blancas, relativamente planas y de superficie brillante
(111). El segundo de los medios es el agar MS 40S, el cual consta de agar Mitis
salivariu.s suplementado con sacarosa a una concentración final del 40% en lugar
de un 5% que es la usual; las colonias de 5. mutans son grandes y elevadas. Este
medio era bastante selectivo aunque no era apropiado para recuento, ya que sólo
crecía el 37,2 % del total en relación al agar Mitis salivarius (110).
Fueron OLGA GOLD y coL (89) un año más tarde, los primeros que
desarrollaron un medio específico realmente eficaz para el aislamiento y recuento
de este microorganismo. Se basaron en la resistencia de 5. mutans a altas
concentraciones de sacarosa así como en la propiedad de resistencia a la bacitra-
cina. El medio basefue el agar Mitis salivarius, pero suplementado con un 20% de
sacarosa y U 2 U/ml de bacitracina (MSB). A dichas concentraciones, estos
inhibidores impiden el crecimiento de otros estreptococos orales, pero no el de 5
mutans. En este medio, los recuentos son similares a los del agar Mitis salivarius,
6
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así como la morfología de las colonias, siendo además altamente sensiblepara dicho
microorganismo. Actualmente es el medio más utilizado, y su uso está ampliamente
d(fundido, llegando a emplearse en productos comercializados para recuentos de 5
.
mutans en saliva (3).
La eficacia de este medio ha sido estudiado por diversos investigadores tal
como KRZEMINSKI (142). En 1976> STAAT observa que el MSB inhibía el
crecimiento de algunas cepas de serotipo “a”, dato que es contradictorio con lo
descritopor GOLD, de igualforma comprueba los distintos resultados de este medio
según el laboratorio que lo comercializaba (220). Este mismo año EMILSON y
ERA~fHALL compara el agar MSB con otros medios selectivos, tales como MS y
BCY entre otros, y vuelven a hacer notar que cepas del serotipo “a” no crecen en
MSB, siendo este medio el más selectivo, pero dando recuentos menores (67). Estos
resultados son confirmados por ELLEN y col. (65).
En vista de los inconvenientes que presentaba el medio MSB se intentaron
describir nuevos medios selectivos que solucionaran estos problemas. LINKE
describe, en 1977, el agar MSFA, este medio contiene manitol y sorbitol, pudiendo
5. mutans utilizar dichos azúcares, distinguiéndose por la morfología de las colo-
nias. Estas eran rosas o rojas y otras tenían un color azul o púrpura, brillantes, con
apariencia semejante a cristal mate, y otras eran semejantes a frambuesa. El agar
MSFA no inhibe el crecimiento de ningún serotipo, pero no es un buen medio selec-
tivo ya que permite el crecimiento de aquellos microorganismos que puedan
metabolizar el manitol 0 48,>.
En 1983, VAN PALENSTEIN HELDERMAB mod(fica el medio descrito
anteriormente por IKEDA (BCY), añadiéndole un 20% de sacarosa y 0.1 U/ml de
bacitracina, obteniendo muy buenos resultados (245). Este medio será mod(ficado
a su vez por SCHAEKEN y coL en ¡986, aumentando la concentración de
bacitracina a 0.2 U/ml. Los resultados obtenidos le dan ventajas sobre el agarMSB,
8
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obteniendo recuentos más altos, y la posibilidadde distinguir los serotipos “d” y “g
de £...murnas de los otros serotipos. Aunque es necesario realizar nuevos estudios,
podría desplazar al agar MSB (203). En este medio las colonias pueden ser rugosas,
con típica morfología de cristal esmerilado, o bien lisas color blanco brillante y
superficie aterciopelada; bajo la colonia se ve, a menudo, un halo blanco.
Otros medios han sido descritos recientemente, tales como el agar GSTB en
1984, que contiene: glucosa, sacarosa, telurito potásico y bacitracina, siendo este
un medio que aunque obtiene buenos resultados, parece complicado de preparar
(229).
1.2. CLASIFICAClON Y CRITERIOS DE IDENTIFICAClON.
Las cepas de 5. mutans aisladas a partir de humanos y varios animales son
generalmente similares en base a diversas característicasfenotipicas. Fermentan el
manitol y el sorbitol, además de otros azdcares comunes. Sintetizan glucanos
hidrosolubles a partir de la sacarosa, y requieren dientes o tejidos duros para la
colonización bucal. No obstante, cuando son analizadas serológica, genética y
bioquímicamente cepas de distintas fuentes, muestran gran heterogenicidad. Desde
el punto de vista antigénico, las cepas de 5. mutans presentan una gran
variabilidad, estando divididas actualmente en ocho serotipos designados desde la
“a” a la “Ii” (96).
Además de una clas¿ficación serológica, las cepas de 5. mutans pueden ser
clas<ficadas según la composición y secuencia de bases de DNA. COYKENDALL,
en 1971> encontró que desde un punto de vista genético, 5. mutans presenta una
marcada heterogeneidad, y describió cuatro grupos genéticos distintos dentro de la
especie (44). En 1974 amplía sus investigaciones y relaciona los cuatro tipos
9
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genéticos previamente descritos, con determinadas características bioquímicas, así
como con los grupos serológicos descritos por BRA7YHALL, proponiendo la
división de 5. mutans en cuatro subespecies (45). La clasWcación en genotipos y
subespecies se completa con una nueva subespecie aislada en la boca de ratas sal-
vajes, denominada 5. ferus (46). Esta relación entre clasWcación serológica,
genética y por propiedades bioquímicas ha sido también estudiada por SIIKLAIR
y KEENE, quienes proponen una clas<flcación bioquímica separando las cepas de
5. mutans en cinco biotipos haciéndolos corresponder con los cinco grupos
serológicos de BRA7THALL (212).
Teniendo en cuenta los trabajos realizados por estos autores, las cinco
subespecies de 5. mutans son:
1. Subesoecie mutans, se corresponde al grupo genético 1, reacciona
con los antisueros de los serotipos “c”, “e”, y “f’, siendo la
composición de la base DNA guanina + citosina 36%-38%.
2. Subesnecie rattus, grupo genético II, reacciona con antisuero del
serotipo “b”; composición del DNA (6+C) 42%-44%.
3. Subesvecie sobrinus, grupo genético III, reacciona con antisueros
de los serotipos “d”, “g”, y “h “; composición DNA (6+C) 44 %-46%
(12,13).
4. Subesnecie cricetus, grupo genético IV, reacciona con antisuero del
serotipo ~~a”;composición DNA (G+C) 42%-44%.
5. Subesoecie ferus, grupo genético y, reacciona con antisuero del
serotipo “6’; composición DNA (G+C) 43%-45%. Es el único que no
se ha podido aislar en el hombre.
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Aunque las clasWcaciones descritas hasta ahora son las más importantes,
conservando actualmente su vigencia, se han realizado otros intentos taxonómicos
(40), como el efectuado por IKEDA y coL en base a la morfología de las colonias.
En este trabajo se intenta realizar una correlación entre dicha morfología y los
grupos genéticos, serológicos y bioquímicos, ya descritos, deforma que la simple
observación de las colonias de 5. mutans en un medio conteniendo sacarosa nos
orienta, en un primer momento, hacia un diagnóstico más preciso, pudiendo en
algunos casos indicar la subespecie (112).
Como anteriormente habíamos comentado, algunos autores tales como PERCH
y col. (190) y SHKLAIR (212), estudian las principales características bioquímicas
de las subespecies y genotipos de $.Lyj.y~ans~ esprecisamente en estas características
en las que nos basamos para establecer un diagnóstico, en primer lugar de esta
especie para d(ferenciarla de aquellas que pueden crecer en los medios selectivos
como el MSB (cuadro n0 2) y en segundo lugar distinguiendo las distintas sub-
especies reconocidas en la actualidad.
Cuadro 2. Esquema de identjficación de estreptococos orales.
Manito! Sorbitol Rafinosa Inulina Sacarosa Arginina Escalmo
+ + + + + - +
5. sanguIs! - - - + + + +
S. sanmuis II - . + + - -
5. mIllar - . . + . -
&mMUd - - . + + +
£jgj&g4gA . . + + + - +
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Este método de ident¡ficación bioquímica ha sido muy utilizado debido a que
para la mayoría de los laboratorios> la preparación de antisueros específicos es
costosa y lleva mucho tiempo, de forma que han llegado a desarrollarse micro-
métodos bioquímicos para caracterizar las cepas de 5. mutans, como es el descrito
por OLDERSHAW y coL en 1982 (189).
1.3. METABOLISMO DE LA SACAROSA.
El sustrato más importante para la bacteria oral 5. mutans con respecto a su
papel como agente euiológico del proceso carioso es un disacárido que se conswne
defonna habitual en la gran mayoría de la población hwnana: la sacarosa (199).
Este carbohidrato esta compuesto de una unidad D-glucosa y otra unidad D-fructosa,
tal y como se puede observar en este esquema (163):
OH 041
Oil
o - GLUCOSA
Este disacárido va a tener una gran importancia, ya que no sólo es utilizado
como fuente primaria de energía, sino que permite el inicio de reacciones
bioquímicas adicionales responsables del potencial cariogéno de esta bacteria. Las
vías involucradas en el metabolismo de la sacarosa son tres:
1. Producción a partir de dicho azúcar de polimeros hidrocarbonados
o
04 0142
034
O - FRUCTOSA
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extracelulares adhesivos, por enzimas extracelulares ligadas a la célula.
2. Transpone de la sacarosa al interior de la célula seguido defosforilación
y utilización de energía por medio de la vía gli¿olítica, conduciendo
fundamentalmente a la producción de ácido láctico como producto final.
3. Utilización de los metabolitos intermedios de la sacarosa (glucosa y
fructosa) para la síntesis de polisacáridos intracelulares que proporcionan un
reservorio de energía (181).
A continuación iremos describiendo estos productos metabólicos, así como las
enzimas necesarias para que, estas vías puedan llevarse a cabo.
1.3.1. SíNTESIS DE POLISACARIDOS.
La síntesis de polisacáridos extracelulares (PSE) a partir de la sacarosa que
no entra en la célula, es llevado a cabo fundamentalmente por dos enzimas:
glucosiltransferasa yfructosiltransferasa, encargadas de sintetizar respectivamente
glucanos yfructanos. GIBBONS y VAN HOUTE en 1975, recogen los trabajos de
diversos investigadores observando que, en presencia de sacarosa, 5. mutansforma
colonias que se adhieren a superficies duras, cristal, o incluso esmalte dental, siendo
los polisacáridos extracelulares los responsables de ésta panicular característica.
Esta propiedad jugará un papel importante en la ecología y patogenicidad de dicho
microorganismo (87).
5. mutans es el único microorganismo de la cavidad oral que tiene la
característica de producir dos tipos de glucanos, y además algunas de sus cepas
fructano. Los dos tipos de polisacáridos de glucosa sintetizados por lapolimerización
13
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de las mitades glucosa de la sacarosa son llamadas “destrano’> y “mutano”.
Hoy día sabemos que los dextranos contienen predominantemente eslabones
a (1,6) y un ramificado de a (1,2), a (1,3) y a (1,4) en menores proporciones. Este
polímero a (1,6) tiende a ser más hidrosoluble y degradablepor enzimasproducidas
por algunas bacterias de la placa que los mutanos, estando formados estos últimos
por un núcleo de eslabones a (1,3) en forma de largas cadenas y ramas en posición
a (1,6). Estos polimeros son menos hidrosolubles que los dextranos y constituyen
una parte importante de la matriz fibrilar de la placa. Parece ser que la alta
proporción de eslabones a (1,6), es la responsable de la naturaleza insoluble de este
polímero. Estas dos clases de glucanos, aunque presentan un predominio a (1,3) o
a (1,6), contienen mezcla de los dos tipos de eslabones, presentando dificultadpara
definirlos químicamente (181, 92).
Además de los glucanos se pudo observar que ciertas cepas sintetizan
fructanos a partir de la sacarosa, creyéndose en un principio que se trataba de
eslabones a (2,6), aunque hoy día se ha confirmado que son eslabones ji (2,1). Los
fructanos, a diferencia de los mutanos, son muy solubles y pueden serdescompuestos
por las bacterias de la placa, sirviendo en mayor medida como reservono de
azúcares (18!). Como ya hemos señalado, no todas las cepas de 5. mutansproducen
fructosiltransferasas, hoy día se conoce que sólo cepas de las subespecies rattus y
muíans pueden hacerlo (143,235).
Otro polímero extracelular que se encuentra en los cultivos de 5. mutans es
el ácido lipoteicoico, que se localiza, o bien como componente de la pared celular,
o estracelulannente en un gran número de especies bacterianas Gram-positi vas,
incluyendo todos los serotipos de 5. mutans (161).
Está compuesto por un glucolípido covalentemente unido a un ácido glicerol
teicoico al quepuede estar adherida una mitad hidrocarbonada (181). Elpapel que
14
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puede jugar no está completamente avalado por estudios experimentales, aunque
parece evidente quejuega un importante papel en la adherencia bacteriana, ya que
se trata de un polímero aniónico que influye en que la bacteria esté cargada
negativamente en la pared celular Por otraparte, polimeros derivados de la saliva
se adsorverían sobre las superficies de los dientes formando una película
glucoproteica cargada negativamente. Hoy día se sugiere laformación de un puente
divalente catiónico (que podría ser el calcio) entre las dos supeificies cargadas
(163).
— 1 — . Ca . — 4 —
4—)— •Ca’ ~> 1
CELULA PEUCULA
B¿~TERIANA ADHERIDA
AL ESMALTE
Las enzimas responsables de la síntesis de polisacáridos extracelulares son
llamadas glucosiltransferasa y fructosiltransferasa (GTasa y FTasa) y actúan
catalizando las siguientes reacciones:
n sacarosa ~ (glucosa)~ + n fructosa
en la formación de glucanos, y
n sacarosa n glucosa + (fructosa,)~
cuando se forman fructanos.
El equilibrio de estas reacciones es casi irreversible hacia la derecha, y dichas
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enzimas son formadas constitutivamente (la presencia del enzima es independiente
de la del sustrato principaL la sacarosa). Las moléculas de enzimas se encuentran
extracelularmente o en la célula y son muy específicas para la sacarosa teniendo un
bajo Km, lo cual indica una gran afinidad entre enzima y sustrato. El pH óptimo
tiene un amplio intervalo entre 5.2 - 7.
Tanto la GTasa como la FTasa han sido aisladas y pur4ticadas a partir de
diversas cepas de 5. mutans. En alguno de estos estudios se ha evidenciado que la
actividad de la enzima se manifestaba de múltiples formas, y se observó que los
glucanos insolubles eran catalizados por fracciones enzimáticas de alto peso
molecular, mientras que los glucanos solubles en agua eran sintetizados por
fracciones de bajo peso molecular (181).
Algunos autores empiezan a observar la presencia de dos tipos distintos de
UTasa, y sugieren que estas enzimas son de naturaleza glucoproteica (145). CIARDI
y coL confirman en 1977 la presencia de dos O Tasas, una responsable de la síntesis
de glucanos insolubles, y otra de los solubles; así mismo parece ser que estos
últimos pueden servir de sust rato para la síntesis de glucanos insolubles. Sin
embargo no todo parece ser así de sencillo en la actualidad.
En 1983 SHIMAMURJ4 y coL observan una tercera OTasa d(ferente a las
anteriores en una cepa del serotipo “g “, y ésta situación se amplia a cepas de otros
serotipos tales como el “a” y ‘4”; incluso se empieza a hablar de una cuarta OTasa
(TAKEHARÁ, 1984). Los últimos trabajos realizados en este sentido se dirigen a
la purificación y caracterización de distintas OTasas de diferentes serotipos, como
los estudios realizados por HAMADA y coL en 1987 (97) y KUMÁDA y coL en el
mismo año (143).
La gran importancia de las enzimas que intervienen en la síntesis de
polisacáridos estracelulares, fundamentalmente de los glucanos, se ha demostrado
16
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claramente en los estudios realizados con cepas mutantes de 5. mutaus, las cuales
presentan con mucha frecuencia una defectuosa producción de GTasa, y en otros un
exceso de ésta. En el primero de los casos éstas formas eran avirulentas en ratas
gnotobióticas (226), y en segundo daban lugar aformas hipercariogénicas (171). Es
por ello que muchas de las investigaciones encaminadas a la prevención de la caries
tratan de interferir la síntesis o la actividad de estos enzimas. Citaremos a modo de
ejemplo, los trabajos realizados en 1986 por TAKADA y FUKUSHIMA sobre la
influencia de diversas sales sobre la síntesis de GTasa (225), ó las realizadas por
KOZAI y col. y SÉIDERLING y col, en ¡987 que estudian la inhibición de la
producción de polisacáridos por dos ácidos (oleanólico y ursólico) y dos azúcares
(sorbitol y xilitol) respectivamente (139,214).
Además de la síntesis de polisacáridos extracelulares, las cepas de 5. mutans
tienen la capacidad de producir y almacenarpolisacáridos intracelulares a partir de
varios azúcares cuando éstos están en exceso, lo cual contribuye a aumentar el
poder patógeno de este microorganismo. Parece ser que éstos polisacáridos son la
frente de ácido cuando los aportes esternos de azúcar no son suficientes o faltan por
completo. Los polisacáridos intracelulares son del tipo glucógeno y amilopectina
(¡81).
Antes de describir el metabolismo glucidolítico de 5. mutans expondremos
brevemente algunos aspectos de una enzima sintetizada por este microorganismo y
que afecta a la síntesis de los polisacáridos extracelulares; nos referimos a la
glucanhidrolasa o dextranasa, enzima que interviene en la degradación de glucanos.
Parece ser que la heterogeneidad estructural de muchos glucanos puede ser el
resultado de la acción enzimática combinada de la OTasa y la endoglucanasa o
dextranasa, encontrándonos unafuerte correlación entre la actividadglucanhidrolasa
y el porcentaje de glucanos insolubles sintetizados “in vitro” (71).
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1.3.2. PRODUCCION DE ACIDO.
La vía que utiliza 5. mutans para el metabolismo de los azúcares es la
glucolitica, considerándose comofermentadores homolácticos ya que convierten mas
del 90% del carbohidrato en ácido láctico; esto ocurre fundamentalmente en
presencia de un exceso de glucosa, mientras que cuando la fuente de glucosa es
limitada produce cantidades sign<ficativas de ácidofórmico y acético (239).
La principal fuente de energía durante el crecimiento de 5. mutans es la
sacarosa, y sólo una pequeña cantidad de ella es desviada hacia la síntesis de
polisacáridos extracelulares, y en menor grado intracelulares. A su vez, a bajas
concentraciones de sacarosa este microorganismopuede utilizardichospolisacáridos
metabolizándolos hasta producir ácido láctico siendo éste un mecanismo que
mantiene la producción de ácido aún en períodos de escasez de azúcares, lo que
aumenta el potencial cariogénico de dicha bacteria. Si comparamos la disminución
de pUproducida por distintas bacterias cuando crecen en un determinado medio, las
colonias con el pH terminal más bajo son las de 5. mutans (181).
Hoy día se sabe que este microorganismo utiliza la sacarosa a velocidad
signjllcativamente mayor que otras bacterias tales como 5. sanruis, 5. mitis, o A
.
EL~caaL¡ (174) y esto parece ser debido a que tiene dos mecanismos de transporte,
operando uno de ellos en condiciones normales y otro en casos de cantidades
elevadas de sacarosa y pH más bajo.
En condiciones de crecimiento lento, el transpone de azúcar es mediadopor
el sistema fosfoenolpiruvato fosfotransferasa dependiente (PTS) específico para la
sacarosa. Una vez que está la sacarosa fosforilada es hendida por una hidrolasa
sacarosa-6-fosfato (SPH) dando lugar a glucosa-6-fosfato y fructosa.
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sacarosa + fosfoenolpiruvato —~—--~ sacarosa-6-P + piruvato
sacarosa-6-P SFR > glucosa-6-P + fructosa
La síntesis de SPH es independiente del su«strato aunque tiene una gran
afinidad por él, mientras que la PTSpuede ser inducida en un medio que contenga
sacarosa (181). SLEE y TI4NZER observaron que la actividad PTS sacarosa puede
ser inhibida por la rafinosa y la lactosa (213).
Además de este sistema para el transporte de la sacarosa, HAMILTON y
MARTIN en 1982, estudiando un mutante de 5. mutaus cepa DROOOI, pusieron de
man<flesto la existencia de una vía de transporte alternativa que daba lugar a tasas
de crecimiento rápidas con exceso de glucosa y a valores de pH bajos. Ellos
sugirieron que esta actividad de transporte alternativa estaba ligada a algo similar
a una bomba de protones, mediadapor una ATPasa “e.xpulsora” de protones (99).
Una vez está la sacarosa en el interior de la célula, 5. mutansposee niveles
significativos de invertasa, enzima que cataliza la hidrólisis de las uniones
glucosidicas de la sacarosa dando lugar a cantidades equimolares de glucosa y
fructosa que serán metabolizadas a ácido láctico en su mayor pone (144).
Aunque existe una invertasa extracelular, se localiza mayormente dentro de la
célula calibrándose su peso molecular en 47.000-48.000, ypresentando un Km para
la sacarosa de 35-140 mM. Actualmente parece ser que es activado por fosfato
inorgánico, siendo éste un posible mecanismo de regulación en el metabolismo de
la sacarosa (181).
Dada la gran importancia del metabolismo glucidolítico de 5. mutans en la
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producción de ácidos en la placa, con la consecuente desmineralización del tejido
dentario, muchas de las investigaciones se dirigen a inhibir o alterar el metabolismo
de los carbohidratos, siendo muy recientes los trabajos de BROWN y BEST sobre
los efectos de la sacarina en el metabolismo de la sacarosa (25), los de TWETMAN
y col. sobre la interferencia en el transpone de azúcares mediadopor la lisozima ó
el importante papel que parece jugar el sistema de la peroxidasa salivar en la
regulación del metabolismo de los estreptococos orales (232, ¡59).
2. PODER PATOGENO Y VIRULENCIA DE 5. mutans
.
2.1. CARIES DENTAL: PATOLOGIA.
La caries dental es una enfermedad común y raramente peligrosa, pero
extremadamentefrecuente , que estápresente en casi todas las bocas y que representa
un considerable costo socioeconómico.
Es considerada comúnmente como una enfermedad infecciosa que causa la
destrucción localizada de los tejidos dentales duros debido a los ácidos producidos
por las bacterias que existen adheridas a los dientes. Este efecto puede afectar al
esmalte, la dentina e incluso la pulpa. Clinicamente se caracteriza por un cambio
de color, pérdida de traslucidez y descalcificación de los tejidos afectados. A medida
que avanza el proceso, se destruyen los tejidos y seforman cavidades (88,163).
Son varios losfactores que intervienen en laformación de la caries dentalpor
lo que se dice que es una enfermedad multifactorial. Algunos de estos factores son:
la salud general del individuo, afecciones hereditarias, defectos de calc(flcación de
los dientes, dieta... Este último es uno de los factores que más influencia tienen
sobre la aparición de la caries, pues ejerce una acción decisiva tanto en el proceso
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de calcWcación del diente, como en la posible desmineralización del mismo.
KBVES en 1962, representó en forma esquemática los tresfactoresprincipales
requeridos para el desarrollo de la caries, como 3 círculos que se superponen
parcialmente (126). Un circulo representa el agente (microorganismo), otro el medio
ambiente (sustrato), y el tercero el huésped (diente). NEWBRUN en 1989 agregó
posteriormente un cuartofactor, el tiempo lo que significa que para que seproduzca
la caries, los parámetros representados por los otros tres circulos deben no solo
estar en funcionamiento al mismo tiempo, sino que el tiempo mismo constituye un
factor en el desarrollo de la caries (180).
El esquema siguiente representa, los parámetros involucrados en el proceso
cariógeno expresando que los microorganismos cariogénicos (los agentes) deben
actuar sobre un sustrato cariogénico para crear un ambiente que favorezca la
producción de caries, y que este fenómeno se producirá durante un periodo en el
cual el diente susceptible (el huésped) será atacado.
Más específicamente se puede decir, que la caries dental es un proceso
patológico provocado por una desmineralización localizada de la estructura
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inorgánica del diente, seguida de la desintegración de los componentes orgánicos,
lo que origina la cavidad dental. Esto implica la existencia de un desequilibrio entre
las fuerzas mineralizantes (acción a través del metabolismo corporal), y las
desmineralizantes que actúan en el medio ambiente de la boca.
La verdadera disolución de la materia inorgánica de la estructura dentaria es
producida por los ácidos orgánicos que son subproductos del metabolismo bacteriano
de los hidratos de carbono de la dieta (122). Cuando la concentración de iones H4
sobre la superficie del diente aumenta como resultado de la fermentación de los
azúcares o por parte de enzimas bacterianas de la placa dental, la hidroxiapatita del
esmalte comienza a disolverse al igual que hará la dentina en estados posteriores del
proceso de la caries. De una manera simplificada este proceso de descalcificación
puede representarse según la reacción que tiene lugar a un pH aproximado de 5,5:
Ca
10 (PO<)6 (OH)2 + 2H~ —~‘ 3Ca3(PQ¿ + Ca~~ + 6H2P0¡ + 2H20
Esta reacción representa el primer estado de desmineralización donde solo la
décima parte del calcio se solubiliza, y si la reacción no continúa es posible que el
fosfato cálcico pueda volver a transformarse en hidroxiapatita pues la reacción es
reversible. Al aumentar la concentración de ión hidrógeno, por ejemplo a pH = 5.2,
elfosfato tricálcico se escinde en fosfato dicálcico y agua y conpH más bajo (menor
de 5.0), ¡a apatita se disuelve completamente:
Ca10 (P046 (OH)2 + 14 H~ .- ¡0Ca~ + 6H2PO¿ + 2H20
La materia orgánica es destruida luego por medios mecánicos o enzimáticos
una vez ha comenzado la desmineralización. Confrecuencia a medida que aumenta
la ingestión de azúcares, aumenta la formación de ácidos produciéndose la
desmineralización del diente. Cuando la tasa de formación de ácido y la velocidad
de desmineralización es mayor que las fuerzas tamponantes que determinan la
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• remineralización, el esmalte del diente se corroe yflnaliza originando la cavidad en
el diente.
En clínica el esmalte sano aparece duro y brillante; consiste en cristales de
hidroxiapatita dispuestos de manera ordenada formando prismas y espacios
interprismáticos. Si se produce la disolución del mineral, los cristales disminuyen y
esto origina un agrandamiento de los espacios interprismáticos. Al incrementarse la
porosidad del esmalte gradualmente, se hace menos traslúcido, siendo uno de los
primeros síntomas visibles de la caries, la man([estación de una opacidad
blanquecina en el esmalte, clásicamente llamada “lesión de mancha blanca”.
Después de una semana nopueden observarse cambios macroscópicos. A nivel
ultraestructural sin embargo, hay distintos signos de disolución directa que es el
resultado de una disolución parcial de los cristales periféricos individuales que
conducen a un agrandamiento uniforme de los espacios intercristalinos. Undetallado
examen de las secciones del esmalte en microscópico de luz polarizada muestra, un
leve incremento en la porosidad del tejido que indica una pérdida de mineral
extremada,nente modesta.
La evolución de estas lesiones puede ser una lesión del esmalte hacia la
desmineralización total o puede producirse una remineralización. Esta puede
originarse parcialmente, antes de comenzar la cavitación del esmalte. Una vez la
lesión está establecida> no se puede dar un proceso de remineralización ni por tanto
tomarse medidas preventivas.
2.2. PAPEL DE 5. mutaus EN LA CARIES DENTAL
Existen hoy día considerables evidencias que implican a 5. mutaus como el
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agente infrccioso más importante en la iniciación de la caries dental (154). Para
llegar a esta afirmación que parece en si muy sencilla, son muchos los trabajos e
investigaciones que se han tenido que realizar (156,157). Nos basamos en amplios
estudios efectuados en animales experimentales, mientras que en el hombre solo se
han podido realizar, como es obvio, estudios epidemiológicos.
La primera experiencia transcendental fue la de ORL4ND y col. en ¡954,
demostrando que las ratas libres de gérmenes no desarrollaban caries aún cuando
eran alimentadas con dietas que producían dichas lesiones. Desde entonces han sido
numerosos los trabajos realizados con distintos animales provocando caries dental
utilizando distintas cepas de 5. mutans. Se demostró que este microorganismo
generaba en casi todos los casos caries en superficies lisas y en fisuras del diente
del animal tratado (171), pudiéndose observar que los niveles deS. mutans estaban
correlacionados con la caries. Otro factor importante que fue aclarado ha sido la
influencia de la dieta en las lesiones de caries, ya que ésta afecta al potencial
patógeno de los microorganismos, demostrándose que la sacarosa era el azúcar más
cariogénico (228,188).
Como ya habíamos comentado, la relación de 5. mutans con la caries en el
hombre tiene únicamente una base epidemiologica. En 1974, GIBBONS y coL
estudian la colonización de las superficies proximales en los molares de niños entre
9 y 13 años de edad, observando que el número de superficies infectadas con 5
.
mutans está relacionado con la experiencia de caries de esa población (85).
En 1975, LOESCHE y col. observan que hay una asociación significativa
entre los niveles de 5. mutans en placa y caries (p <0,00]), mientras que no existía
correlación con los niveles de dicho microorganismo en la saliva. Esta última
afirmación será discutida porposteriores investigaciones, como la realizada en 1981
por KOHLER y col. que relacionan los niveles de 5. mutans en saliva con la
prevalencia y proporción de este microorganismo en superficies seleccionadas
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(151,132). Siguiendo cronológicamente algunos de los estudios realizados, es
importante citar que el aumento de susceptibilidad a la cañes observado en pacientes
con xerotomía debido a la irradiación de cabeza y cuello se asocia a una elevada
proporción de 5. mutans en placa interproximal. Así mismo, en pacientes con
bandas de ortodoncia, los niveles de 5. mutans en placa fueron superiores para
aquellos con una prevalencia de cañes menor.
Los estudios que relacionaban la prevalencia de caries con los niveles de 5
.
mutans en placa y saliva fueron completados con otros trabajos que realizaban un
seguimiento de la incidencia de caries y los niveles de infección de dicho
microorganismo durante un período de tiempo determinado. Los resultados obtenidos
relacionaban claramente estos dos parámetros (29,152,249).
La relación de la dieta con la caries ha sido más dificultosa de estudiar en la
población humana, pudiéndose determinar mediante algunas experiencias “in vitro
(39), o por medio de estudios epidemiologicos entre los que se pueden citar el
estudio HOPEWOOD en Australia, realizado sobre niños institucionalizados
alimentados con dietas desprovistas de hidratos de carbono refinados, o el famoso
estudio VIPEHOLM en Suecia, llevado a cabo en un hospitalpsiquiátrico, en donde
se estudió la influencia de diversos tipos de dieta en seis grupos experimentales y
uno control. Los resultados manifestaron que dietas azucaradas, especialmente
aquellas que contenían sacarosa, influían directamente en la actividad de cañes
a81).
La relación de una dieta rica en azúcares, con los niveles de 5. mutans en
placa y saliva, ha quedado demostrada por algunos trabajos, como el
KRISTOFFERSSON y BIRKHED en 1987, que observaron una disminución de este
microorganismo en boca al disminuir los azúcares en la dieta durante un período de
tiempo de seis semanas (141).
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2.2.1. FACTORES DE VIRULENCIA.
Una vez que ha sido establecida la relación de 5. inutoas con la etiolog(a de
la caries, queda por considerar cuáles son los factores o características que posee
este microorganismo, que lo hacen responsable de las lesiones de caries. Para
estudiar los factores de virulencia son muy útiles los trabajos realizados con
mutantes de este microorganismo, los cuales pierden una o más propiedades
características, posiblemente las responsables de los procesos patogénicos, siendo
utilizados como instrwnento para analizar dichos mecanismos.
La adherencia de 5. mutans a la superficie del diente tiene dos fases: una
interacción inicial reversible entre el microorganismo y la superficie del diente, que
es normalmente precedida de la formación de una película de origen salivar,
debiendo ser dicha interacción suficientemente firme como para resistir las fuerzas
de flujo salivar y los movimientos musculares que se producen en el hábitat oral; y
otra fase irreversible que depende fundamentalmente del glucógeno insoluble, que
se sintetiza a partir de la sacarosa gracias a la acción enzimática de la
glicosiltrans.ferasa (GTasa) (95).
FREDM4N y TANZER aislaron mutantes de S. inutans 6715 queperdían la
capacidad de adherirse a las superficies de alambre, aunque producían cantidades
mayores de glucanos extracelulares solubles; estas cepas sintetizaban menores
cantidades de GTasa extracelular (76,97) y su adherencia a superficies lisas de los
dientes, así como la capacidad de producir caries en estas superficies, estaba
disminuida cuando se inocularon en ratas gnotobióticas (227). Sin embargo estos
mutantes si producían caries en los surcos aunque de menor intensidad. Estos
resultados indicaron que la adherencia producida por la síntesis de glucanos
insolubles a partir de la sacarosa entre la célula bacteriana y una superficie era un
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factor importante en la patogénesis de la caries dental (226).
Por el contrario, han sido aislados mutantes que producían niveles elevados
de OTasa, siendo mayor su capacidad de adherirse a superficies duras ypor lo tanto
de producir más lesiones de caries (201). En un trabajo publicado en 1974 por
NALBANDIAN y col. se sospechó que las estructuras filamentosas o fimbrias
denominadas ‘fuzzy coat” o “abrigo velloso” que recubren la superficie de 5
.
mutans, puedan contener a los receptores de glucanos responsables de inducir la
aglutinación de dichos polisacáridos.
De estaforma se ha demostrado una clara correlación entre cariogenicidad,
adherencia “iii vitro “, y síntesis de glucanos insolublespor 5. mutans. Por esto, un
modo de prevenir la caries dental podría ser la interrupción del proceso de
adherencia del glucano insoluble a la superficie dental (95).
Sin embargo la síntesis de glucanos no es lo único que determina la virulencia.
En presencia de sacarosa 5. mutans produce grandes cantidades de polisacáridos
intracelulares, los cuales pueden ser metabolizados durante los períodos de tiempo
en que no consumen carbohidratos, siendo éste un importante factor de virulencia.
De igual forma, la gran capacidad que presenta 5. mutans para producir
ácido, fundamentalmente ácido láctico, hace que sea uno de los microorganismos
que bajan más el pH de la placa dental, produciendo una desmineralización del
esmalte dentario. Es por ello que dietas ricas en sacarosa, siendo éste el principal
sustrato para el metabolismo de 5. mutans, confieren a este microorganismo una
ventaja selectiva (95,51).
2.3. UTILIZAClON DE MODELOS ANIMALES EN EL ESTUDIO DE LA
CARIES DENTAL.
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La caries dental se ha convertido en uno de los principales objetivos de la
investigación oral, debido a su aumento en los paises industrializados. Para estudiar
la etiología de la enfermedad y diseñar métodos efectivos de prevención se han
utilizado diversas estrategias de investigación. Por un lado se han utilizado bocas
artificiales, realizadas con diseños más o menos complejos, lo cual ha permitido
resolver en parte las dudas planteadas sobre determinados aspectos de este tipo de
alteraciones, como por ejemplo la composición del ecosistema de la placa y las
interacciones entre sus constituyentes o los productos metabólicos formados y sus
efectos sobre la superficie del esmalte.
El uso de estos modelos es una estrategia aceptada para trabajar con sistemas
complejos, según NOORDA y col. 1986 (185). La estimulación de algunos de los
componentes del sistema, bajo circunstancias que se aproximen a las condiciones “in
vivo”, proporciona la oportunidad de estudiar su efecto sobre el resto de los
componentes del sistema, bajo condiciones estandarizadas, que se asem~jan a la
situación biológica. Su aspecto negativo es que incluso los modelos más sofisticados
no pueden reflejar la situación exacta que aparece en una boca hwnana.
El progreso en la investigación dental ha sido en parte debido a la utilización
de modelos animales. La existencia de diferencias interespecie en los efectos de
diversas variables ambientales hacen difícil la comparación entre los resultados
encontrados en animales y en humanos. Pese a ello, ¡a amplia variabilidad en el
número y severidad de las caries producidas, hace a este tipo de investigación
conveniente para probar toda una serie de variables de investigación y evitar el
exceso de investigación en humanos.
El uso de la rata como modelo para el estudio de la caries dental está
plenamente establecido (177), habiéndose reconocido su importancia como sistema
“in vivo “para la evaluación de la cariogenícídad de los alimentos. Los animales son
a veces inoculados con bacterias cariogénicas, como 5. mutans OMZ 176, y
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Actinomvces viscosus Ny- 1 (59), para asegurar la formación de caries o para
cuantificar su disminución, cuando se realizan tratamientos anticariogénicos.
2.3.1. EFECTO DE DIETAS CARIOGENAS.
Una aportación nutricional es de considerable importancia a la hora de
trabajar con modelos animales de caries (183). Si se selecciona una dieta adecuada,
los efectos sobre la caries del compuesto a investigar, serán más valorables al poder
considerar un efecto cariogénico local y no una respuesta sistémica indirecta.
Los modelos animales se han utilizado para estudiar el potencial cariogénico
de diversos alimentos con azúcar (179), así como el efecto anticariogénico de las
proteínas (117,193), o de los ácidos grasos. La sustitución del azúcar fácilmente
fermentable, en dulces y otros alimentos por edulcorantes no acidogénicos y/o no
cariogénicos se ha considerado generalmente como una valiosa contribución a la
prevención de la caries (106,113,121).
El grado de acidogenicidad de un alimento, de una dieta o de un edulcorante,
puede determinarse por tests microbiológicos “in vitro” o por medidas del pH de la
placa dental tanto en condiciones “in vivo” como “iii vitro ». La medida del pH de
la placa como indice de la cariogenicidad de los alimentos presenta algunas
objeciones. Lapresencia en éstos de diversos factores que reducen o incrementan la
solubilidaddel hidroxiapatito de los dientes, puede modificar el efecto de los ácidos
sobre la placa. La demostración de que un sustitutivo de un azúcar no es cariógeno
debe basarse en pruebas clínicas por lo que es indispensable el máximo conocimiento
que pueda acumularse en experimentos animales. Este tipo de experimentación
previa se realiza preferentemente en ratas.
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Según REYNOLDS y BLACK 1987 (194), el chocolate con leche y los
caramelos son menos cariogénicos que cantidades equivalentes de sacarosa o dietas
con sacarosa lo que confirma los estudios de NAVIA y col. 1983 (179), con
chocolate con leche. En el mismo trabajo se indica que el contenido en proteínas,
fosfato y calcio no varió en la saliva de los animales frente a sus controles, por lo
que el aumento de caries en las que consumían sacarosa no debe asociarse a una
disminución en la protección por la saliva, sino a un efecto tópico relacionado con
la composición de las dietas probadas. También sugiere que la proteína (caseína),
y/o la grasapresente en la dieta podría ser responsable de la disminución de caries.
Se sabe que el almidón gelatinizado por cocción es un sustrato cariogénico
para la rata y la combinación de almidón y sacarosa en una dieta animal es más
cariogénica que cada uno de ellos por separado (73). Un requisito para que el
almidón sea cariogénico, es su digestión por la rx-amilasa salivar, que produce
cantidades considerables de hidratos de carbono de bajo peso molecular
fennentables, lo que demuestra la relación de su cariogenicidad con el tiempo de
permanencia en la boca.
HARPER y col. 1986 (104), han evaluado la cariogenicidad de diversos tipos
de quesos, basándose en la influencia de su textura, tiempo de contacto, así como
presencia de grasas y ácidos grasos libres, incremento del aclaramiento salivar (y
de su capacidad tampón), prevención de desmineralización y/o promoción de
remineralización por caseína y/o fosfato, calcio.
Desde que se introdujo la dieta cariógena 580 por STEPHAN y HARRIS
1955, y la dieta 2000por KEYES y JORDAN 1955, ambos tipos en su composición
original o con diversas mod<ficaciones se han utilizado en múltiples estudios sobre
caries en hámster, ratas, gerbils o ratones.
Aunque ambas dietas hanprobado su utilidad científica para los experimentos
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sobre caries a corto plazo, no suelen ser muy adecuadas para el estudio de algunos
sucedáneos de azúcares (107). La sustitución de la sacarosa por polioles en
concentraciones superiores al 5 - 10%, retrasó mucho la ganancia de peso. Los
animales sufren diarreas severas y a menudo no sobreviven el periodo experimental
por lo que se han investigado otros tipos de dietas para obviar este problema. Estos
autores han descrito otra dieta base denominada SS?, que ha sido ampliamente
utilizada posteriormente.
Una objeción a estos modelos es que algunas veces impiden el adecuado
crecimiento del animal. Para evitarlo las ratas reciben un suplemento nutritivo que
puede influir en la formación de caries, lo que añade una nueva incógnita en estos
estudios. Este método presentó diversos problemas sobre la salud general y la
ganancia de peso de las ratas intubadas, conseguiéndose peores resultados que
aquellos obtenidos en ratas que recibieron un suplemento alimenticio normal, (204).
Las variables nutricionales pueden dar lugar a alteraciones en el esmalte
dental y a cambios en la función de las glándulas salivares. MENAKER Y NAVIA
1974 (170), han indicado que la malnutrición proteica incrementa la susceptibilidad
a la cariesy origina una marcada disminución en el peso de las glándulas salivares,
contenido de proteínas y volumen de saliva estimulado por pilocarpina.
Unflujo salivar disminuido puede afectar no sólo a la ingesta de alimentos y
de agua, sino también a la extensión del tiempo de comidas> a la retenci¿n de los
alimentos, a cambios microbiológicos y a cambios en la maduración del esmalte,
factores todos ellos que aparecen asociados con la caries. También REYNOLS y
DEL RIO 1984 (193), han indicado que las ratas con una concentración de
proteínas disminuida en saliva estimulada por pilicarpina, presentan un incremento
en su susceptibilidad a las caries.
Se han diseñado máquinas y dispositivos para controlar la frecuencia de las
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comidas y estudiar su efecto sobre la caries (¡37). Esta técnica de alimentación
programada se realiza usando una máquina alimentadora que hace accesible a los
animales cantidades preestablecidas de dieta a intervalos determinados lo que
incrementa el control y flexibilidad de dicho tipo de experimentos.
Esto permite estudiar interacciones entre diferentes t¿~os de alimentos
consumidos en diversas secuencias de administración, lo que intenta reproducir los
patrones de alimentación humana. BOWDEN y FIRESTONE <72), han descrito, la
relación de la caries con la frecuencia de ingestión de azúcar y con los intervalos
de tiempo entre las colonias.
EDGAR y col. 1982 <59), estudiaron el posible efecto anticariogénico de la
adición de quesos y cacahuete a una comida base. Para ello aplicaron 22
comidas/día de dieta 2000, de las cuales 12 eran de queso o cacahuetes, en los
respectivos grupos experimentales. El queso dio resultados positivos, mientras que
los cacahuetes no; posiblemente porque fueron administrados en polvo. En este
trabajo se describe que los animales que sólo recibieron dieta 2000, aparecieron
subalimentados cuando se compararon con los que recibieron queso o cacahuetes,
aunque han comprobado que la alimentación “ad libitum” con dieta 2000, implica
un crecimiento más rápido y un mayor indice de caries que el visto en este estudio.
El efecto cariostático esta acompafiado por una reducción en el número de £
mutans
.
Diversos autores han utilizado la dieta 2000 clásica sin que se produzcan
problemas en los animales utilizados. HAllAR en ¡984 (105) estudió en ratas, el
efecto de la aplicación tópica de alginatos con fluoruro, o de fluoruros y
clorhexidina sobre la caries dental frente a placebo, siendo ambos tipos de
tratamientos efectivos en la prevención de la caries.
AFSETH y col. 1984 (2), han estudiado en ratas el efecto de aplicaciones
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tópicos de ión cúprico en combinación confluorurospresentes en el agua de bebida,
lo que incrementa considerablemente el efecto cariostático obtenido para cada uno
de ellos por separado.
GRONy col. 1987(91), usando syrian hámster han realizado comparaciones
entre la djferente efectividad de repetidas aplicaciones tópicas FNa o FNH4 en
djferentes condiciones de aplicación de ambos derivados delflúor.
A veces se han utilizado dietas incluso más ricas en sacarosa, como la dieta
Stephan 580, que contiene un 10% de sacarosa más que la 2000, (sacarosa 66%,
leche en polvo 32%, polvo de hígado 2% yfluoruro 25-30 mg/kg.), y ha sido usada
por LORMEE y col. 1986 (155), para el estudio morfológico e histoquímico de las
caries presentes en la dentina.
Otras veces se han utilizado variantes de la dieta 2000 con menor contenido
de sacarosa, como la 2022 que contiene 28% de sacarosa y 28% de glucosa, para
el estudio de varios tipos de antisépticos orales sobre la formación de la placa y el
consecuente desarrollo de la caries en ratas, habiéndose observado una disminución
del número de caries.
3. Strentococcus mutaus Y PREVENCION DE LA CARIES.
No hay duda de que la caries es una infección, sin embargo el enfoque que se
le ha dado ha variado a lo largo del tiempo. Para MILLER, autor de la teoría
quimioparasitaria, la placa dental es considerada como una estructura patógena no
diferenciándose de un individuo a otro, lo cual nos llevada a pensar que el único
control posible de la enfermedad estaría en la eliminación mecánica.
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Actualmente recibe más apoyo y credibilidad la hipótesis sobre la placa
específica. De acuerdo con dicha hipótesis, la mayoría de las lesiones son debidas
a especies bacterianas específicas. Esto nos sugiere el desarrollo e implantación de
procedimientos preventivos, que en el caso de las lesiones de caries apuntan a 5
.
mutans por ser el microorganismo con mayor poder patógeno <181).
En el amplio campo de la prevención, 5. mutans está implicado en dos
sentidos: uno de ellos es la utilidad de dicho microorganismo en los test de control
de la actividad de caries (66); y el otro consiste en los métodos utilizados hoy día
para prevenir la colonización de las superficies dentales por 5. mutans. Nos
referimos a agentes antimicrobianos tales como los antibióticos, antisépticos,
enzimas y como no, al estado actual de una posible vacuna contra la caries (51).
El control de actividad de caries es considerado de gran valor para
seleccionar los grupos de riesgo en grandes muestras de población. Esto permite la
aplicación adecuada de diversas medidas preventivas. Han sido por tanto, muchos
los tests de actividad de caries que se han venido utilizando desde los anos
cincuenta. Actualmente se están utilizando tests como la evaluación de la capacidad
buifer de la saliva (77), o la cuant<ficación de 5. mutans. La importancia de los
recuentos de este microorganismo en saliva se debe a que están corroborados por
estudios epidemiológicos que señalaban que el aumento delporcentaje de 5. mutans
en la salivo estaba en función con el incremento de caries.
En 1978, KLOCK y KRASSE (129) comparan diversos tests de actividad de
caries encontrando que solo la frecuencia de caries y los niveles de 5. mutans en
saliva mostraban una correlación sign¿ficativa con la actividad cariogenica.
KOHLER y col. 1981 <132), observan una relación entre los niveles de 5. mutans
en saliva y la prevalencia de dicha bacteria en las superficies dentales, encontrando
que la infección de esta especie precedió al desarrollo de lesiones de caries. Estos
resultados fueron confirmados por ZICKERT y col. en 1983 (259), ilustrando de
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estaforma el valor del tratamiento antimicrobiano y por STECKSEN-BLICKS en
1985 <221).
Como se sabe hay una serie de agentes antimicrobianos que son utilizados
actualmente para prevenir la colonización de las superficies dentarias por Ñ
mutans. Dentro de estos agentes citamos la clorhe.xidina, yodo> antibióticos, enzimas
y agentes inespec(ficos como los fluoruros (248). A continuación estudiaremos el
estado actual del agente antibacteriano elegido en este estudio.
3.1. FLUOR.
Con las investigaciones de la reacción entre el fluoruro de calcio y el ácido
sulfúrico, fueron MARGGRAF en 1768 y SCHEELE en 1771 quienes informaron
que esta reacción tenía como resultado la liberación de un ácido gaseoso y es este
último quien merece el crédito del descubrimiento delflúor
En 1886 MOISSAN logró liberar elflúor gaseosopor primera vez a través de
la electrólisis del ácido hidrofluórico en una célula de platino y a partir de 1930
comenzada la mayor parte de la investigación sobre este elemento.
Fue CHURCHILL en 1931, quienestableció con rigor la relación caries-flúor
Las investigaciones ulteriores en animales de experimentación confirmaron el hecho
de que no sólo elfluoruro era responsable delfenómeno defluorosis dental> sino que
el efecto seproducía efectivamente durante el desarrollo, que coincide con elperíodo
• de formación del diente (191).
DEAN comenzó en 1942 una serie de investigaciones para establecer la
relación entre la concentración de flúor en el suministro de agua y la prevalencia
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de fluorosis dental, y los resultados indicaron una relación directa entre ambos
factores, aumentando la gravedad de fluorosis dental con las mayores
concentraciones de fluoruro en el suministro de agua comunal.
RUSSELL y ELVO VE en 1951 informaron que la presencia de flúor en el
agua de consumo durante el período deformación del diente produce una marcada
disminución en la prevalencia de caries dental, estando el grado de efectividad
directamente relacionado con la concentración de fluoruro hasta por lo menos
alrededor de 1,5 ppm. Asimismo HODGE y SMITH en 1954 notaron que había una
incidencia defluorosis dental, asociada con la concentración defluoruro en el agua
de consumo de menor de aproximadamente 2 ppm. Los beneficios preventivos del
fluor aumentan con el incremento de la concentración de fluoruro en agua hasta
aproximadamente 1,5 - 2 ppm por encima del cual no se evidencian más aumentos
en el grado de protección (191).
Estudios sobre las dosis tóxicas delflúor, establecen como dosis letal aguda
en humanos de 2>5 a 5 gramos o aproximadamente de 5 a JO gramos en el caso de
fluoruro de sodio (195,252).
3.1.1. MECANISMO DE ACCION DEL FLUOR.
El flúor es un agente antibacteriano inespecífico que ejerce un efecto
inhibitorio sobre los procesos enzimáticos bacterianos involucrados en el
metabolismo de los hidratos de carbono (102,103,181). Hoy día se consideran tres
mecanismos de inhibición de cariesporflúor y normalmente más de uno de ellos esta
implicado:
1. Incremento en la resistencia del esmalte a la solubilización por ácidos como
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resultado de un aumento de la concentración deflúor en la superficie externa
del esmalte (1,64).
2. La capacidad delflúor para remineralizar esmaltes desmineralizados.
3. Efecto antibacteriano en el crecimiento de la placa, síntesis de glucano,
producción de ácidos y polisacáridos extracelulares necesarios para la
adhesión de la placa a la superficie dental y solubilidad de los depósitos de
fosfato cálcico dentro de la placa (11,62).
3.1.2. TRATAMíENTOS FLUORADOS EN LA PREVENCION DE LA CARIES.
En la interacción ácido-diente susceptible-microorganismo acidogénico, la
prevención de la caries puede intentarse mediante dos tipos de enfoques:
1. Incrementando la resistencia de los dientes a la disolución. La ingestión de
flúor produce una acentuada reducción de la incidencia de caries por medio
de la incorporación de aquel al esmalte en formación, quepor ese mecanismo
se hace más resistente al ataque cariogénico. La fluoración de las aguas de
consumo es el método más práctico paraproporcionarflúor a la población.
2. Previniendo la formación o procediendo a la eliminación inmediata de los
agentes que atacan el medio dentaL
Exiten dos formas de administrar el flúor que son las siguientes:
* Fluoruros por vía general.
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Con el nombre de terapia sistémica con flúor, se conocen una serie de
procedimientos por su ingestión en particular durante el periodo deformación de los
dientes. Esto es, la fluoración de las aguas, aunque existen otras vías de
administración sistémica de flúor, como la adición de éste a la leche> cereales, sal
y el aso de pastillas y soluciones de flúor
Hace casi 50 años, DEAN y coL 1942, demostraron una relación inversa
entre la concentración de flúor en agua de bebida y los datos sobre caries en niños,
obtenidos de 21 ciudades de Estados Unidos. Desde entonces varios estudios
epidemiológicos han confirmado la idea de este autor. En todos esos estudios, se
observó una reducción del 50 % en el número de caries por niño, en poblaciones
que consumían agua de flúor (lppm). El flúor que se ingería durante la formación
del diente se incorporaba al esmalte dental además de reducir la solubilidadde éste.
Asípues lafluoración de las aguas reduce la incidencia de caries en un 50 a
60 %. La concentración total de flúor en el agua no debería ser mayor que la
necesaria para producir la más débil forma defluorosis detectable clinicamente en
no más del 10 % de los niños. La concentración necesaria para causar este efecto
es de alrededor 1,0 ppm, reduciendo la caries un 60 % <14).
Desde quese vió que la cantidad de flúor que se ingiere con el agua varia con
la cantidad de ésta que se consume, y ésta a su vez con el clima, los investigadores
establecieron una fórmula que calculara la concentración óptima de flúor. Su
aplicación dió como resultado la recomendación de una concentración de 0, 7 ppm
para zonas con una temperatura máxima promedio de 30 grados centígrados y 1,1
ppm para regiones cuya temperatura máxima fuera de lOgrados centígrados.
Los verdaderos mecanismos responsables de las propiedades cariostáticas del
fluoruro sistémico, no se comprenden por completo. Generalmente se está de
acuerdo en que el beneficio es atribuible, principalmente a la incorporación del
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fluoruro en la apatita del esmalte durante el periodo de la formación y maduración
temprana de éste. Por esta razón, la influencia benefica del fluoruro sistémico
provisto como fluoración comunal frecuentemente ha sido considerado como un
efecto permanente que persiste durante la vida de la dentición.
Se realizaron cuatro estudios que sirvieron para documentar la seguridad y la
eficacia de lafluoración comunal, como medio que aportaba una protección parcial
contra la caries. Estos fueron:
* GRAND RAPIDS, 1945
* NEWBURGH-KJNGSTON, 1945
* BRANTFORD> 1945
* EVANSTON, 1946
Estudios posteriores han aportado que los adultos que han residido en una
zona con agua de conswnofluorado, siguen recibiendo los beneficios de prevención
de la caries a lo largo de la edad adulta> además de los niños. También, que el
grado de protección no se produce por igual en todas las superficies dentales
expuestas, sino que lafluoración es más efectiva en la prevención de las lesiones de
caras lisas y menos en aquellas presentes en puntos y fisuras.
Se entiende que un método eficaz y económico para ingerir flúor sistémico es
el uso de aguasfluoradas a una concentración óptima. Esta medida espoco costosa>
no requiere la partic¿~ación activa de los beneficiarios y produce una reducción de
caries entre el SOy 60 %.
* Aplicación tópica de fluoruros.
Esta expresión se refiere al uso de sistemas que contengan concentraciones
relativamente grandes defluoruro> que se aplican en forma local o tópicamente a las
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caras erupcionadas de los dientes para prevenir la formación de caries (69>70).
El hallazgo hacia 1940 de que la concentración máxima deflúor en el esmalte
se produce en la superficie exterior de este tejido, condujo a la formulación de la
h¡~ótesis de que soluciones concentradas defiuoruros aplicadas sobre la superficie
adamantina, deberían reaccionar con los componentes del esmalte y contribuir a
aumentar la reacción de los dientes a la caries.
Podemos hablar de dos vías para la incorporación de flúor al esmalte. La
primera ocurre durante la calcjficación del esmaltepor medio de la precipitación del
ion de fluoruro presente en los fluidos circulantes juntamente con los otros
componentes de la apatita. La segunda consiste en la incorporación al esmalte bien
sea parcial o totalmente calc<flcado de iones fluoruros presentes en los fluidos que
bañan la superficie del esmalte.
* Mecanismo de acción:
Esta bien documentado que el flúor presente en los líquidos orgánicos
circulantes, es depositado en tejido calcWcados o excretados metabólicamente
(53,80). La manera en que el flúor es incorporado a la porción calc(ficada de los
huesos y de los dientes, se demuestra por la siguiente reacción de sustitución:
Ca10(P04)6(OH)2 + 2 F > Ca,0(PO4)6<OH)~
Hidroxiapafita Fluorohidroxiapatita
Aunque inicialmente se sugirió que la efectividad del fluoruro de sodio
aplicado en forma tópica se debía a la formación de una fluorohidroxiapatita, las
investigaciones ulteriores indicaron que si la concentración de fluoruro agregado a
la solución de calcio y fosfato se aumenta sensiblemente, se produce una reacción
d(ferente que trae como resultado la transformación de hídroxiapatita superficial en
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fluoruro de calcio (198):
Ca10(PO<)6(OH)2 + 20 P E—* 10 CaF2 + 6HPO¡ + 2(011»
Hidroxiapatita Fluoruro
de calcio
Se ha demostrado que el principal producto de reacción del fluorfosfato
acidulado <APF) en el esmalte es tambiénfluoruro de calcio> aunque hay una mayor
cantidad de fluorohidroxiapatita formada que con los sistemas de fluoruro tópico
previos. La reacción química delAPF con el esmaltepuede escribirse de la siguiente
manera:
Ca,0<PO~)6(OH%F + H3P04 —> CaF2 + Ca,0(PO4)6(OH)J~
Hidroxiapatita F. de Fluorohidroxiapatita
Calcio
Se evidencia de lo anterior que el principal producto de la reacción química
con tres de los sistemas de fluoruros tópicos NaF, SnF, y APF es la formación de
fluoruro de calcio sobre la superficie del esmalte.
Los compuestos de flúor en uso que existen son:
1. FLUORURO DE SODIO (NaF). Se usa generalmente al 2 %. La solución
es estable siempre que se la mantenga en envases de plástico.
2. FLUORURO ESTANNOSO (Sn!). Se utiliza al 8 y 10 % en niños y
adultos respectivamente.
3. FLUORFOSFATO ACIDULADO (FrA). Se usa al 1,2 %, tiene
fluorfosfato y su pH es muy ácido> cuyo valor es 2,4 lo que facilita la
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movilidad de protones en el esmalte y favorece la formación de
fiuorhidroxiapatita.
4. FLUORURO DE PLATA (FAg).
5. FLUORAMINAS. Su estructura no cíclica de larga cadena rodea al esmalte
y disminuye la fuerza de atracción de protones que tiene el esmalte.
La consecuencia del uso de soluciones concentradas, es que en lugar de una
reacción de sustrato en la cual elflúor reemplaza parcialmente los grupos hidroxilo
de la apatita, lo que se traduce en una reacción en la que el cristal de apatita se
descompone y el flúor reacciona con los iones calcio, formando básicamente una
capa defluoruro de calcio sobre la superficie del diente (109). Afortunadamente, el
fluoruro de calcio, es menos soluble que Ja apatita, y esto explica, al menos en sus
lineas básicas, los efectos cariostáticos de las aplicaciones tópicas <200).
Cuando el agente tópico es SnF, los iones flúor y estaño reaccionan con los
fosfatos del esmalte y forman un fluorfosfato de estaño que es muy adherente e
insoluble. Estos cristales proporcionan protección contra la progresión del ataque
carioso siendo, un factor importante en el efecto preventivo total de este compuesto.
La reducción de caries obtenida con el uso de SnF y soluciones o geles acidulados
de fosfatos fluorados varia entre 30 y 40 %.
Respecto a la acción de las aplicaciones tópicas, se sabe que éstas producen
una acentuada elevación del contenido en flúor del esmalte superficial, seguida
rápidamente por una perdida sustancial de dichoflúor hacia el medio bucal (130).
Una parte de este sin embargo, permanece retenida más o menos permanentemente
y es a ésta a la que se le atribuye la acción cariostática de estas aplicaciones.
La capacidad delfluoruro de inhibir la glicolisis a nivel de la enzima enolasa
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se conoce desde hace tiempo y se ha demostrado que las concentraciones defluoruro
de sólo SOppm interfieren el metabolismo bacteriano (22,230). Aunque el fluoruro
presente en la placa esté en gran medida combinado (y de tal modo no disponible
para la acción antibacteriana), se disociara dandofluoruro-ionico cuando disminuya
el PH de la placa, es decir seformen ácidos.
La aplicación de estas soluciones hace que la superficie del esmalte sea menos
sensible a los ácidos. El ionflúor sustituye a los iones hidroxilo de la hidroxiapatita,
y de este modo se consigue cargar de fluoroapatita las capas externas del esmalte.
El resultado no solo es una mayor resistencia a los procesos de desmineralización,
sino ademas, una mayor capacidad de captación de los iones de calcio de la saliva,
lo cual favorece la remineralización.
Finalmente otro objetivo sobre el que debe incidir la prevención de la caries
es la flora bucal. La higiene oral consiste en eliminar mecánicamente y/o la placa
dental y para ello se han utilizado detergentes de superficie, antisépticos, urea y
fosfatos de amonio para neutralizar la acidez de la placa, flúor y dextranasas que
despolimerizan los datranos de la matriz extracelular de la placa. La administración
de antibióticos ha sido objeto de estudios experimentales en los animales; los
resultados son contradictorios en cuanto a su eficacia. En el hombre, el uso local
y prolongado de antibióticos, puede inducir reacciones alérgicas, favorecer el
desarrollo de cepas de resistentes a la penicilina o provocar el crecimiento de
microorganismos indeseables.
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Objetivos
Actualmente existen una serie de evidencias basadas, por una parte en estudios
experimentales realizados sobre animales, y por otra en trabajos fundamentalmente
epidemiológicos en el hombre que implican a 5. mutaus como el agente infeccioso
más importante en el inicio de la caries dental, especialmente en superficies lisas o
no retentivas.
La importancia de la caries dental debido fundamentalmente a su amplia
distribución por todo el mundo, hace que sea 5. mutans uno de los microorganismos
patógenos más interesantes a estudiar en todos los aspectos, y sobre todo en aquellos
que puedan estar relacionados de una u otra forma con esta enfermedad.
A la vista de esta breve revisión bibliográfica creemos necesario realizar un
estudio profundo sobre este microorganismo con el que aportar un mayor
conocimiento de la patogenia de su infección sirviendo esto de base para la
aplicación de futuras medidas preventivas.
Por tanto, los objetivos de este trabajo se han enfocado a:
1. Analizar “in vitro” los principales factores de virulencia de este microorganismo
que intervienen en el inicio de la caries dental, mediante el siguiente estudio:
* Efecto de varios azúcares en el crecimiento de 5. mutaus y acidogénesis del
medio.
* Estudio de agregaciones bacterianas entre 5. mutans y otras bacterias
orales patógenas.
* Evaluar la capacidad de adherencia de 5. mutansmediante la determinación
de los polisacáridos e.xtracelulares producidos.
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2. Estudiar la actividad “in vitro” del flúor frente a 5. mutans, mediante la
utilización de técnicas estándar: CMI, CMB y curva de letalidad.
3. Analizar la influencia de diversos parámetros implicados en elproceso carigénico,
sobre la actividad “in vitro” delflúor: concentración de azúcar ypH ácido, asi como
la influencia de concentraciones subinhibitorias de flúor en la capacidad de
agregación y producción de exopolisacáridos de 5. mutans
.
4. La creación de un modelo animal experimental que reproduzca lesiones
cariogénicas mediante el aporte de dietas ricas en hidratos de carbono y que
responda a la acción antimicrobiana del flúor administrado bajo dos formas
d(ferentes.
5. Aislamiento, ident¡ficación y determinación de recuentos bacterianos de 5. mutans
y Lactobacillus a partir de muestras de saliva.
6. Estudiar la relación existente entre los recuentos bacterianos de 5. mutans en
saliva y la incidencia de lesiones cariogénicas.
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Materiales y Métodos
* MATERIAL Y METODO EMPLEADO EN EL ESTUDIO “iii vitro “.
3.1. MICROORGANISMO.
La especie bacteriana utilizada en este estudio fue Sírentococcus mutans
ATCC 25175, cepa procedente de la colección española de cultivos tipo del
Departamento de Microbiología de la Facultad de Ciencias Biológicas <Universidad
de Valencia).
3.2. CURVA DE CRECIMIENTO.
La cinética del crecimiento bacteriano de 5. mutans, se estudió a lo largo del
tiempo, empleando como medio de cultivo Wilkins-Chalgren (WC).
Se utilizó como inóculo de partida, un caldo con crecimiento de 18 h.,
obtenido éste al inocular 50 ml de caldo WC con 4 ó 5 colonias e incubar
posteriormente a 370C durante una noche. Se prepararon dos matraces, cada uno
de ellos con 50 ml de caldo WC, a los que se añadió la misma cantidad de inóculo
madre, aproximadamente 2 ó 3 ml para obtener un inóculo inicial de 102 UFC/ml
en cada uno. La curva se desarrolló en dos etapas, para cubrir las 24 horas de
crecimiento bacteriano:
* En la JO fase, se incubó el matraz que abarcaría las 12 primeras horas.
* En la 2afase, el matraz que había permanecido en nevera durante las 12
horas anteriores para impedir el crecimiento bacteriano, se utilizó para valorar las
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12 últimas horas. Con el fin de comprobar el inóculo de partida de este segundo
matraz, se sembró una alícuota en medio Mitis salivarius antes de ponerlo a incubar.
Los matraces se incubaron a 37W en baño (UNITRONIC 320 OR) con
agitación a 40-50 rpm durante las 24 horas y se sembraron alícuotas, tomadas a
cada hora en agar Mitis salivarius para el recuento del número de células viables.
La curva de crecimiento de 5. mutans se obtuvo por solapamiento de los
resultados obtenidos en cada fase de experimentación, ya que se partió de inóculos
iguales.
3.2.1. MEDIOS DE CULTIV~
Los medios empleados en conseguir el más idóneo, para obtener un buen
aislamiento y crecimiento de 5. mutans, son los que se describen a continuación. La
técnica no la especjficamos ya que se ha expuesto anteriormente y es la misma en
todos los casos. Cada curva representada se realizó dos veces para una mayor
fiabilidad y comprobación de los datos. Como medios se usaron:
1. Agar Mitis salivarius (MSA). DJFCO.
2. Agar Milis salivarius suplementado con 20% sacarosa y 200 U/ml
bacitracina (MSB). DJFCO.
3. Agar Wilkins-Chalgren , enriquecido con un 5% de sangre desfibrada
de oveja <WC) OXOID.
4. Caldo Shaedler. BECTON-DJCK¡NSON.
5. Caldo Wllkins-Cha¡gren (WC). OXOID.
6. Caldo BHL D¡FCO.
7. Caldo Todd-Hewitt. DIFCO.
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8. Caldo tioglicolato sin indicador o dextrosa. BECTON-D¡CKINSON.
Todas las placas se incubaron en atmósfera de CO2 para lo cual se utilizó una
jarra de Gas-Pack, donde se introducía una mezcla de gases en las siguientes
proporciones: 95% de N2, 5% de CO2 (43,81).
3.2.2. LECTURA DE LOS RESULTADOS.
El control de crecimiento se llevó a cabo utilizando los siguientes métodos:
* Recuento de unidades formadoras de colonias (ufc).
Mediante la técnica de recuento de ¿¿fc/ml en placa <41). Con tal fin se
realizaron diferentes diluciones (102, 10’...) de las alícuotas recogidas cada hora,
según el grado de turbidez del caldo. Para el recuento bacteriano se retiraron de
cada matraz 100 gí que se añadían a 9.9 mt de solución salina estéril, contenida
en un tubo de ensayo y agitando para homogeneizar la mezcla. Para diluir 10 veces
esta primera mezcla, se retiraron as ml de la misma y se diluyeron seriadamente
en tubos de 4.5 ml de solución salina. Cada pase diluía 10 veces el cultivo inicial.
A partir de cada dilución se tomaron 25 ~¿l,previa agitación del tubo <vortes) y se
atendieron sobre la superficie de la placa que contenía Mitis salivarius, mediante
un asa de Drigalsky, incubándose a 37
0C durante 48 h., en atmósfera de CO
2.
Cada colonia se desarrolló a partir de una unidad viable formada por uno o
varios microorganismos y se desecharon las placas que no contenían entre 30-200
ufc/ml., por la posibilidad de obtener resultados no fiables. Contando el número de
colonias de la placa se supo el número de microorganismos viables existentes en 25
M
1 de la dilución que se sembró, y multiplicando dicho número por el que indicaba
50
Materiales y Métodos
el grado de dilución alcanzado se pudo saber con mucha aproximación, el número
de bacterias presentes en la muestra inicial.
* Espectrofotometría.
La medida de la masa celular se realizó usando un espectrofotómetro
<HITACHI U-1100), y midiendo el valor de absorbancia a una X = 660 nni,frente
a un control que contenía el medio de cultivo.
3.3. PRUEBAS REALIZADAS CON AZUCARES.
3.3.1. CRECIMIENTO Y CAlDA DE PH.
Se evaluó el crecimiento y capacidad de fermentación de un cultivo puro de
5. mutans ATCC 25175, frente a 6 azúcares diferentes.
El estudio se hizo sobre medio WC (sin azúcar) con una concentración de
inóculo inicial de io~ ugt/ml en fase logarítmica de crecimiento, al que añadimos la
solución de azúcar correspondiente. Este previamente se filtró utilizando filtros
Millipore (DIFCO), para adicionar al medio en condiciones asépticas.
Los azúcares se incorporaron al caldo en condiciones limite, correspondiente
a una concentración final de 1 % y sólo en el caso de dos azúcares: glucosa y
sacarosa, añadimos el azúcar en exceso a una concentración de 10%. Se empleó
como control un cultivo sin azúcar, siendo el valor delPH inicial en todos ellos 7.0.
ElpH de la mezcla de reacción, se midió antes y después de la adición del azúcar
Estos azúcares fueron:
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Glucosa <MERCK).
Sacarosa (PANREAC)
Manitol (PANREAC).
Lactosa (MERCK).
Xilitol (MERCK).
Sorbitol (MERCK).
Las células que servirían de inOculo, se preparon previamente haciéndolas
crecer durante 3pases sucesivos de 8h. cada cultivo> en un medio basal sin sustrato
azucarado. Entre cada cultivo, las células se centrifugaron durante, 20 minutos a
2000 rpm, y el pellet así obtenido se incorporó nuevamente a un mediofresco. Tal
preparación del inóculo, se hizo con la finalidad de agotar la posible reserva de
polisacáridos intracelulares almacenados quepudiera interferir en los resultados ex-
perimentales. Durante la cinética bacteriana, se evaluaron 3 parámetros:
1. Recuento bacteriano, para determinar el crecimiento celular
2. Cambios de pH, para determinar la caída de pH, empleando tiras de PH
(MERCK).
3. Cambios morfológicos de la bacteria, mediante tinción Gram.
Mediante este ensayo se estimó, el crecimiento de 5. mutans en medios
azucarados valorando la capacidad de fermentación que ejerce la bacteria sobre
cada uno de ellos, y además la actividad glicolitica o acidogénesis es decir
capacidad para producir ácidos y que se calcula mediante la caída de PH.
Gráficamente corresponde con el declive originado en la curva de caída de pH desde
un valor inicial de pH= 7.0.
3.3.2. CAPACIDAD ACIDURICA.
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Este ensayo pretendió investigar la capacidad acidúrica de este microor-
ganismo que se define como la resistencia que muestran las bacterias a ambientes
ácidos.
El crecimiento bacteriano se hizo en caldo WC, en este caso modjficando el
pH del caldo de crecimiento. Tanto la bajada como la subida de PH del medio se
realizó añadiendo HCI ¡Ny NaOH (201 N, y comprobando posteriormente que el
PH deseado en cada caso se mantenía. Se tomó como control un matraz con
pH=7.0.
Se evaluaron en estas condiciones, el crecimiento de 5. mutaus y también las
posibles modjficaciones del pH inicial, como reflejo de la capacidad acidogénica de
esta bacteria a diferentes pH. Con tal motivo, se midieron recuentos celulares>
cambios de PH y cambios morfológicos en la bacteria.
El ensayo se llevó a cabo a pH 6.5, pH 5.0, pH 4.0 y pH 3.0. La selección
de los mismos se hizo teniendo en cuenta los valores de PH que se alcanzan en
estado de reposo, tras un proceso metabólico y en placa dental ácida <115).
3.4. ENSAYO DE AGREGAClON Y PRODUCCION DE POLISACARIDOS
EXTRA CELULARES.
3.4.1. SELECCION DE CEPAS.
El total de las cepas empleadas para establecer el esquema de asociaciones
bacterianas fue de 85, de las cuales 72 fueron aisladas a partir de muestras de
saliva de ratas utilizadas éstas en el estudio “‘in vivo”, otras 11 procedían de
pacientes que presentaron infecciones orales agudas y 2 eran cepas standard
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pertenecientes a colecciones tipo. No obstante, el número de cepas aisladas e
identfficadas en el estudiofue de 150. aunque se tuvieron que establecer criterios de
selección que disminuyeran el número de cepas para que éstas no resultaran
excesivas; se escogieron las especies bacterianas más variadas con el fin de
conseguir un estudio más completo.
Del conjunto de bacterias pertenecientes al grupo control estudiado “in vivo”
elegimos 10 y del resto de los grupos tratados fueron 40 para que hubiese
representación bacteriana de cada uno de los grupos tratados> siempre elegidos al
azar. En cuanto al resto de cepas anaerobias, se seleccionaron diferentes especies
bacterianas procedentes de aislamientos clínicos y existentes en la colección de
nuestro departamento, incluidos en el estudio por traxarse de microorganismos
también presentes en el hábitat oral e implicados en procesos infecciosos orales.
En los ensayos para determinar la producción de PSE se emplearon cepas de
5. mutans aislados de ratas Wistar y la cepa control 5. mutans ATCC 25175. La
relación final de cepas elegidas para realizar ambos ensayos aparecen listados en
el cuadro n0 3 <209,210).
3.4.2. PREPARACION DE LAS CEPAS.
72 de las cepas de 5. mutans estudiadas para detectar la posible
coagregación, se obtuvieron a partir de tubos de WC con glicerol al 50% utilizado
éste como medio de conservación de la colección.
Como se encontraban a -200Cfue necesario para aumentar la fluidez del
medio dejarlo durante unos minutos a temperatura ambiente. Transcurrido este
tiempo, con una pipeta Pasteur estéril, se tomó una muestra del cultivo y se inoculó
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en tubos con 3 ml de caldo Wilkins-Chalgren. A continuación se realizó la
incubación a 370C, durante 24-48 horas hasta apreciarse crecimiento.
Pasado este tiempo se hicieron aislamientos del caldo de cultivo en medio agar
Mitis salivarius, efectuándose así mismo la incubación a 37”Cdurante 48 horas en
atmósfera de CO
2, para observar contaminaciones y obtener colonias aisladas.
Las bacterias anaerobias se conservaron en leche descremada a -20W. Se
dieron pases a medios de cultivo adecuados según la especie: Agar Rogosa (197)
<para Lactobacillus 500¼ Wilkins-Chalgren suplementado con 5% de sangre (resto
de bacterias anaerobias) y agar Mitis salivarius <Strentococcus mutansi. La
incubación para bacterias anaerobias, se realizó en járras Gas-Pack, en atmósfera
de anaerobiosis: 85%N2-10%H2-5%C02, durante 2-3 días a 37W.
3.4.3. ENSAYO DE AGREGAClON.
* Tecuica seguida.
El ensayo se realizó según el método de CISAR y KOLENBRANDER (1979)
(37). A partir de cada uno de los cultivos en caldo Wilkins-Chalgren, incubados
durante una noche a 37
0C en la atmósfera correspondiente y previa agitación para
homogeneizar su contenido, se tomaron alícuotas que se diluyeron en tubos con
solución salina estéril (lot 10?, 10~...), se sembraron en los medios adecuados para
cada tipo bacteriano y se realizaron recuentos bacterianos posteriores con elftn de
evaluar el inóculo de partida.
A continuación, tubos con 5 ml. de cada cultivo de 18 horas, se centrifugaron
3 veces a 2000 rpm durante JO minutos, realizando lavados sucesivos del pellet en
PBS pH: 7.2; finalmente se resuspendian en un buifer de coagregación estéril, que
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consiste en disolver 0.001 M TRIS ajustado a pTM: 8.0, en 0.1 mM MgCI2, 0.1 mM
CaCI2, ais M NaCí y 0.02% Na3AJ) (37)
* Ensayo de agregación.
La suspensión bacteriana así obtenida se ajustó a una DO = 2.0 con un
espectrofotómetro medido a 660nm que corresponde aproximadamente a 10”~ ufc/ml,
inóculo similar en cantidad al de partida.
Cada suspensión se homogeneizó por agitación en vortex durante 20 segundos
y se mezclaron iguales volúmenes de cada una de ellas (0.3 mí), según la mezcla de
bacterias deseada. Agitamos los tubos mezcla durante 10 s., se dejaron a
temperatura ambiente 1 ó 2 h. y nuevamente homogeneizamos, permaneciendo en
reposo durante una noche. Como control se utilizó cada suspensión bacteriana (0.3
mí) con igual cantidad de buifer de coagregación, para observar posibles casos de
autoagregación.
* Lectura.
A las 24 h., tanto en reposo como después de agitar los tubos, se evaluaron
visualmente para detectar la posible formación de agregados, según el siguiente
criterio:
AUSENCIA DE AGREGAClON (agregados no visibles en la
suspensión celular).
+ : AGREGACION APRECIABLE PERO DEBIL <agregados
pequeños y un(formes en suspensión).
++ .~ AGREGAClON PESADA (agregados definidos, fácilmente
visible auque la suspensión permanece turbia sin que éstos
sedimenten inmediatamente).
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+++ :AGLUTINAClON DE LA MAVORIA DE LAS BACTERIAS
(agregados grandes que sedimentan rápidamente dejando una
pequeña turbidez en el sobrenadante).
++++ : GRANDES AGREGADOS (que sedimentan rápidamente
dejando un sobrenadante claro).
Cada determinación se realizó por triplicado y los resultados fueron evaluados
en ciego por dos observadores diferentes. De las suspensiones obtenidas, se tomaron
alícuotas para observarse al microscopio la morfología de las diferentes cepas
mediante una tinción Gram.
3.4.4. PRODUCCION DE POLISACARIDOS EXTRACELULARES.
La capacidad de producirsustancia mucoide o exopolisacáridos de naturaleza
polisacárida, es considerado como una propiedad de la bacteria que actúa como
factor de virulencia, mediando la capacidad de adherencia bacteriana al esmalte
dental (95). Se evalué la producción de PSE mediante dos ensayos:
* Detenninación de la producción de “silme “.
Se define la producción de “sUme” como la capacidad de producir la sustancia
adherente. Se utilizó la técnica de “macrométodo en tubo “, según fue descrito por
CHRJSTENSEN y col. (48), aunque mod(ficada por nosotros para Sirentococcus
mutaus. Con elfin de estudiar la producción de “slime” en tubo, se inocularon las
cepas en tubos de vidrio que contenían 10 ml. de WC y se incubaron estáticamente
durante 72 h. a 370C en estufa. Tras la incubación se yació el contenido en los
tubos, retirándolo con pipeta y lavándolo 3 veces con agua destilada; se dejaron
secar a temperatura ambiente y se fijaron con calor.
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A continuación se tiñeron con 10 ml. de una solución acuosa de violeta
genciana (MERCK) al aí % durante un minuto y se vaciaron nuevamente dejándose
secar boca abajo en estufa. Tras este período se valoró la producción de “slime” en
función del grosor de la películaformada en la superficie del tubo a las 24, 48 y 72
h. En la prueba, la producción de sustancia mucoide se expresó como <+) si había
tinción de la pared del tubo o (-) en caso contrario. Como control se utilizó la cepa
de 5. mutans ATCC 25175.
Se establecieron 4categorías (0+, 1+, 2+, y 3+) enfunción de la capacidad
de producir “slime”. Cada determinación se realizó por duplicado en 3 días
diferentes. Los resultados fueron evaluados en ciego por 3 observadores diferentes.
* Detenninación de gUa cano insoluble en agua.
Se empleó la técnica de GHIONE y col. (83)para determinar la presencia de
polisacáridos extracelulares del tipo glucanos de los cuales existen dos tipos: unos
insolubles en agua y otros solubles.
Después de incubar el microorganismo en medio WC suplementado con
sacarosa <en un intervalo de concentraciones finales de 1-10%) los cultivos se
sedimentaron centrifugando a 2000 rpm durante 10 minutos> y lavando 3 veces con
agua destilada para retirar el sobrenadante. Posteriormente se tiñó la masa de lo
obtenido en el “pellet” con una solución de violeta genciana-etanol al 10%, durante
1 minuto, lavando de nuevo 3 veces con agua destilada. El residuo teñido se extrajo
con etanol absoluto <PANREA C) y se diluyó a continuación con agua destilada hasta
el volumen original del cultivo. El ensayo se evaluó, midiendo la densidad óptica de
la solución elaborada en el espectofotómetro a una X = 305 nm. Se utilizó como
control, un cultivo crecido en medio sin sacarosa> de forma que el valor
correspondiente a la tinción absorbida por las estructuras bacterianas además de
glucano, se determinó con cultivos de crecimiento bacteriano crecidos en medio sin
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sacarosa. El valor de DO corregido <COD) correspondiente a la producción de
glucano real de la bacteria, se obtuvo restando los datos valorados en el control. La
producción de glucano se midió como:
A USENTE (-): COD valor menor de 0.05.
DEBIL (+): COD de 0.05 a 0.15.
MARCADO (+ +): COD de ais a 0.45.
PESADO +++ +): COD mayor de 0.45.
3.5. ACTIVIDAD MICROBIOLOGICA DEL FLUOR.
3.5.1. ANTIMICROBIANO.
El antimicrobiano empleado fué el flúor en forma de fluoruro sódico>
suministradopor (lab. KIN) en forma de polvo valorado con una potencia del 100%.
3.5.2. ESTUDIO DE SENSIBILIDAD: CMI - CMB.
* Manejo del antimicrobiano.
Se pesaron 0.5 g. de polvo valorado y se diluyeron en 20 ml. de agua
destilada estéril> quedando una actividad de 25000 mg/l. Tal volumen se guardó en
viales stock, que se congelaron a -20W. Estas alícuotas se utilizarían como
soluciones madre, en estudios posteriores.
* Tecnica seguida.
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La determinación de la concentración mínima inhibitoria (CMI) de la cepa
control 5. mutans ATCC 25175 se realizó por el método de “macrodilución en
caldo” (146).
Se hizo en caldo Wilkins-Chalgren, al que añadimos la solución de
antimicrobiano; para ello se preparó una batería de tubos con 1 ml. de caldo de
cultivo a excepción del tubo inicial que llevaba 2 ml. y la concentración de an-
timicrobiano. A partir de éste se pasó 1 ml. de un tubo a otro hasta completar la
serie y a continuación se añadió 1 ml. de inóculo bacteriano obtenido de un cultivo
puro de 18 h. en caldo Wilkins-Chalgren que se diluyó hasta alcanzar la
concentración adecuada de 1(/-1O~ ¿¿fc/mi, ajustando la turbidez con la escala de
McFarland. Se incluyó un tubo control sin antimicrobiano.
Se considera como CMI la concentración de antimicrobiano más baja capaz
de inhibir un crecimiento bacteriano visible, tras 24 horas de incubación a 37W.
La concentración mínima bactericida <CMB) se determinó por subcultivo de
10 ~l de cada caldo que no presentaba crecimiento visible, sobre placas de agar
Mitis salivarius, que se incubaron en atmósfera de CO2 a 370 C. La lectura corres-
pondiente se realizó a las 48 h.
La CMB es el caldo con la concentración de antimicrobiano más baja que
inhibe el crecimiento visible en el subcultivo. Se considera éste como bactericida si
el cociente entre CMI y CMB es < 32 y bacteriostático en caso contrario (52).
3.5.3. CURVA DE LETALIDAD.
La cinética de la acción antimicrobiana del flúor como fluoruro sódico a lo
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largo deltiempo se estudió sobre medio Wilkins-Chalgren, con la cepa Strentococcus
mutans ATCC 25175.
El inóculo bacteriano inicial fué de 10’ UFC/ml, en fase logarítmica de
crecimiento, obtenido de un cultivo de 18 h. en 50 ml. de caldo Wilkins-Chalgren
que se ajustó mediente la escala de McFarland. La incuba¿ión se realizó en baño a
3 7”C, con agitación a 50 rpm durante 8 horas. El recuento del número de células
viables, ya descrito anteriormente se realizó a cada hora, tomando alícuotas tanto
del control (sin antimicrobiano) como del matraz con flúor
La acción antibacteriana ejercida por el flúor se comparó con un control de
iguales características y manipulación. Cada curva se realizó dos veces para una
mayorfiabilidad y comprobación de los datos.
3.5.4. EFECTO DE ELIMINACION DEL FLUOR.
Paralelamente a esta acción se evaluó como afectaba la eliminación del
fluoruro sódico del medio de cultivo> sobre el crecimiento de Strentococcus mutans
.
El efecto causado al retirar el fluoruro sódico del medio se cuantificó tras 3
horas de exposición del cultivo bacteriano a la concentracion del antimicrobiano
utilizado. Transcurrido este tiempo, se eliminó el flúor del cultivo por el método de
dilución (90). La dilución se realizó añadiendo 50 ¡xl de la suspensión
antimicrobiano-microorganismo y de los cultivos controles a 50 ml. de medio cultivo
fresco, obteniéndose una dilución 1/1000. La suspensión bacteriana libre de
antimicrobiano se incubó a 37W en baño con agitación. Se determinó el número de
microorganismos viables en todos los cultivos, inmediatamente antes y después de
la dilución y a cada hora después de la eliminación del fluoruro sódico, hasta que
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se desarrollara una turbidez marcada. Para el recuento bacteriano se retiraron de
cada muestra y a cada hora 100 al realizando diluciones decimales seriadas en
solución salina. Posteriormente se sembraron 25 ¡xl de cada solución en agar Mitis
salivarius. Las placas se leyeron> después de incubar durante 48 h. a 37W en
atmósfera de CO2.
3.5.5. INFLUENCIA DE DIVERSOS PARAMETROS:
* Efecto de concentraciones de azúcar.
Se investigó como interfería el flúor en el crecimiento y metabolismo de £.
mutans cuando crecía en un medio enriquecido con azúcar.
Se preparó un inóculo de 10’ UFC/ml en medio Wilkins-Chalgren a pH= 70,
a partir de un cultivo en fase logarítmica de crecimiento. La glucosa se añadió
asépticamente al medio hasta alcanzar una concentración final del 10%;finalmente
se incorporó elflúor en una concentración capaz de inhibir el crecimiento de este
microorganismo, este valorfue el correspondiente a la CMI de flúor, cuya solución
stock se encontraba almacenada en viales congelados. Como control se consideró
un inóculo de 5. mutans en las mismas condiciones de cultivo, sin añadir
antimicrobiano.
El crecimiento se evaluó, sembrando alícuotas diluidas a cada hora en agar
Mitis salivarius e incubando durante 48 h. para determinar el número de ¿¿fc/ml
según la técnica descrita anteriormente, también medimos los cambios que se
produjeron en el PH del medio.
* Efecto de pH bajos.
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Se determinó el crecimiento de 5. mutans bajo unas condiciones de pH
definidas, para calcular el efecto que éste ejercía sobre la acción inhibitoria del
flúor.
Las células en presencia de flúor se suspendieron en medio Wilkins-Chalgren
y se separaron 3 alicuotas de un inóculo de 5. mutans en fase logarítmica, con una
concentración final de 10’ ufc/ml y se resuspendieron en este medio sometiéndolas
a los siguientes valores de pH: 6.5, 5.0, 4.0. Estos pHse conseguían añadiendo HCl
JAL Un matraz con un inóculo bacteriano> mantenido en las mismas condiciones y
a pH 7.0 es el que se tomó como control. Los recuentos en ¿¿fc/ml se valoraron a lo
largo delperiodo de incubación.
* Efecto de concentraciones subinhibitorias de flúor en la agregación y
producción de polisacáridos extracelulares.
Para estudiar el efecto de concentración subinhibitoria (Sub CMI) de flúor,
tanto en la producción de polisacáridos extracelulares como en la capacidad de
coagregación se utilizaron los métodos correspondientes a cada ensayo detallados
anteriormente.
Se realizó una batería de tubos que contenía WC como medio utilizado para
crecimiento bacteriano al que añadimosflúor en un intervalo de concentraciones que
iba desde el valor de la CMI hasta 1/5 del valor de la misma, para evaluar las
posibles modjficaciones respecto de un control sin antimicrobiano. A estos se les
añadió un inóculo bacteriano de 1(1-1(1 UFC/¡nl. La lectura se realizó a las 24
horas en el caso de la agregación mientras que la producción de “slime” se evaluó
a las 48 h. por visualización directa y la producción de glucano por
espectrofotometría. Los experimentos se realizaron 5 veces cada uno de ellos.
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* MATERIAL Y METODOS EMPLEADOS EN EL ESTUDIO ‘fin vivo.
3.1. MODELO ANIMAL.
Se empleó como animal de experimentación ratas macho, variedad Wistar,
suministradas por PANLAB S.L. (Barcelona), con un peso medio al destete de 43 gr.
(+ 4). Se caracterizan por ser de talla mediana, albinos y tener una buena tasa de
crecimiento. La edad de pubertad del animal es de 27 + 1 1 días, siendo el periodo
de crecimiento a partir del destete, de 19 semanas.
3.2. DIETAS.
Las dietas y componentes empleados en el estudio fueron los siguientes:
* DIETA PANLÁ4R, pienso completo para rata-ratón cría, cuya fórmula es:
Humedad 12,0%
Proteina bruta 23,9%
Grasa bruta 4,4%
Fibra bruta 3,0%
Minerales 5,5%
Glúcidos 50,8%
Valor calorífico (Kcal/Kg) . 3200
* DIETAS RICAS EN HIDRATOS DE CARBONO, comercializadas por
Panlab. Se dieron dos variedades:
Materiales y Métodos
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* Dieta “K2000” (con un 56% de sacarosa), cuya composición es:
Sacarosa 56%
Leche Spray 28%
Higado 1%
Lupo 6%
Levadura 4%
Luceina deshidratada . . . . 3%
NaCí 2%
* “Fibra Gwar” (Con un 54% de sacarosa), cuya composición es igual que
la anterior a diferencia de:
Sacarosa 54%
“Fibra Gwar” 2%
Estas dietas se administraron “ad libitum “ como único alimento en las dos
series de grupos.
* BARNICES DE FLUOR (DURAPHAZ), administrado por pincelaciones con un
contenido de SO mg NaF/mlJ Estefluoruro tópico tiene la siguiente composición «ab.
Km).
10 ml. de flúor
10 ml. de flúor barniz
10 ml. de laca de flúor + Calcio
10 cc. de barniz de flúor
1 ml. 50 mgfluoruro sódico
1 cc. 50 mg fluoruro sódico
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* AGUA FLUORADA , con una concentración de 4 mg/lfluoruro sódico (4ppm),
administrada como agua de bebida. Durante el tiempo en que fue administrada el
agua fluorada en la proporción descrita, ésta fue la única bebida.
3.3. DISEÑO EXPERIMENTAL.
Para el objeto de nuestro estudio se seleccionaron 7 grupos de ratas Wistar
machos, en número de 15 cada uno, con edades de 25 días que es prácticamente el
final de su crecimiento y se desecharon las hembras para eliminar la posible
influencia hormonal (estrógenos).
Desde los 25 días> momento en que comienza el periodo de destete de las ratas
(día 0)> hasta los 3 meses en que finaliza el experimento se mantuvieron en jaulas
de mackrolon de SOxíS cm., en número de 5 ratasporjaula. Las ratas se dividieron
en grupo control y grupos de prueba, sometidos a los siguientes tratamientos en su
dieta:
GRUPO L Grupo control> alimentado con pienso completo para ratas-cría
más agua (no fluorada) “ad libirum”.
GRUPO IL Se le sometió a una dieta rica en hidratos de carbono, dieta
“1<2000”, que contiene un 56% sacarosa. Esta dieta fue suministrada, junto
con agua “ad libitum”.
GRUPO III. Se le sometió a un dieta rica en hidratos de carbono, dieta
“Fibra Gwar” <dieta “¡<2000” + “Fibra Gwar”) y agua “ad um”
GRUPO IV. Se alimentó con dieta “¡<2000”, aportándole como agua de
67
Materiales y Métodos
bebida, agua fluoro4a, siendo la concentración de flúor de 4 mg/l.
GRUPO V. Se mantuvo con dieta rica en hidratos de carbono, dieta
“¡<2000”, agua “ad libitum” y además fue tratado con barnices fluorados,
dados en forma de pincelaciones y aplicado directamente sobre el esmalte
dental.
GRUPO VL Se le alimentó con dieta “Fibra Gwar’>, aportándole agua
fluorada como agua de bebida, siendo ésta la única bebida suministrada
durante el tratamiento.
GRUPO VIL Se le mantuvo con dieta “Fibra Gwar”, agua “ad libitum” y
barnices de flúor, administrado a modo de pincelaciones. Los dientes se
cubrían con esta mezcla en forma de pasta o barniz usando una torunda de
algodón la cual permitía un buen acceso a la boca del animal y facilitó la
impregnación de los dientes con el barniz; se dió con una periodicidad de una
vez a la semana en cada uno de los dientes y en todas las superficies dentales,
vía tópica. El barniz se endurecía aproximadamente a los 2 minutos.
Se realizaron valoraciones del estudio en dos momentos del desarrollo del
animal: la primera toma de muestrafue a los 45 días y la segunda a los 90 días del
inicio del tratamiento;finalizado el periodo experimental, las ratas se sacrificaron.
La duración del experimento con cada grupo fue de 3 meses, comenzando por el
grupo control y a continuación cada uno de los distintos grupos de prueba.
3.3.1. DESCRIPCION DEL EXPERIMENTO.
En cada toma de muestra se realizó la misma técnica; todos los animales se
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pesaron en una báscula (modelo AUSO) y luego se introdujeron en una campana con
algodón impregnado en éter (PANRE4 C) que inhalaban “ad libitum”, vigilando su
respiración durante aproximadamente 1-2 minutos.
Una vez anestesiada la rata se la mantuvo dormida mediante un canuto
(modelo Pobel) que se colocaba sobre la cabeza relleno de algodón empapado en
eter y abierto por un lado, lo cual permitía la respiración espontánea del animal
hasta la obtención de la muestra. Ya anestesiada, se introdujo en la boca del animal
una tira de papel tornasol (MERCK) para la obtención del PH salivar tras observar
el viraje de color.
Otro tipo de estudio que se efectuó fue la recogida de la muestra de saliva que
a continuación describiremos y también se evaluó la presencia y localización de
caries dentales realizando un estudio exhaustivo de la mandíbula.
En todos los casos las ratas se sacrificaron entre las 12 y 14 semanas,
equivalente a los 3 meses de tratamiento <2 a toma) y se extrajo entonces la
mandíbula para el estudio clínico correspondiente. Como hemos visto, en cada
muestreo se pesaron las ratas, se tomó muestra de saliva, se midió elpH salivar y
se evaluó la presencia de caries unido al estudio anatomopatológico de las piezas
dentales.
3.4. MSLAMIENTO E IDENTIFICACION DE 5. mutaus
.
3.4.1. TOMA DE MUESTRA.
Uno de los objetivos de este trabajo fue el aislamiento de la especie 5. mutans
de la saliva de las ratas quefueron sometidas a diferentes tratamientos en la dieta.
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Para estudiar el papel que desempeña esta especie en las lesiones cariosas fue
necesario establecer una sistemática quepermitiera su aislamiento y un buen método
de identificación que la diferenciase del resto de los estreptococos orales (16). El
método que nosotros desarrollamos fue el siguiente:
La muestra que se recogió para el aislamiento de la bacteria en estudio fue
una cantidad no cuantjficable de saliva <aproximadamente So 6gotas), mediante un
catéter estéril (modelo C) que aspiraba la secreción salivar de la boca. Esta se
depositó en un tubo de ensayo estéril que contenía 1 cc de solución Ringer-Lactato
(estéril). La muestra así obtenida se procesó dentro de las 3 horas siguientes al
muestreo.
A partir de esta muestra se hizo el estudio microbiológico de la especie
buscada 5.Jwggns, por recuento del número de células viables por ml. de muestra
de saliva. Las tomas de muestra se realizaron una a los 45 días y otra a los 3 meses
del destete (día 0), momento a partir del cual se swninistraron las dietas
experimentales. Otra especie aislada e identWcada fue Lactobacillus srm, por su
relación con la caries dentaL
3.4.2. SIEMBRA.
La muestra de saliva contenida en el tubo con solución Ringer se agitó en
Vortex durante 30 segundos. Debido a la variada y numerosa flora existente en la
cavidad oral, procedimos a aislar los microorganismos en estudio empleando varios
medios selectivos <119):
* Agar Milis salivarius (MSA), para cuantfflcación y diferenciación de &
mutans
.
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* Agar Milis salivadas suplementado con 20% sacarosa y 0.2 U/ml
bacitracina (MSB), para diferenciación y cuant¡ficación de 5. mutans
.
* Agar Rogosa, como medio de crecimiento selectivo de Lactobacillus son
El recuento de bacterias por ml de la muestra (¿¿fc/mí) se determinó usando
el método de la micropipeta (251). Este consiste en agitar la muestra en un vortex,
realizando varias diluciones de la misma en solución salina estéril (10’, 102, 1(1,..).
De cada dilución se tomaron con un micropipeta 25 ,uly se sembraron en las placas
de cultivo correspondientes. La extensión se hizo de una forma uniforme sobre toda
la superficie del medio usando un asa de Drigalsky estéril (133).
3.4.3. INCUBAClON.
Una vez realizada la siembra, se procedió a la incubación durante 48 h. en
estufa a 370<2, en jarras Gas—Pack con una atmósfera 95%N2-5%C02 la cual
proporciona el ambiente necesario para el crecimiento de 5. mutans
.
Al cabo de este tiempo, las colonias de 5. mutans se identificaron fácilmente
por sus características morfológicas (184), ya que esta atmósfera les permité reducir
el telurito potásico presente en el medio y debido precisamente a esta característica
metabólica las colonias crecen de color negro o azul oscuro. La observación de las
colonias se hizo de “visu” o examinándolas con lupa, dado su pequeño tamaño. De
esta manera se realizó una ident¿flcación preliminar de las cepas de estreptococos,
basada en la morfología de la colonia en MSA, tinción Gram (cocos positivos) y
prueba de catalasa <negativa).
Respecto a Lactobacillus sop., se incubó en Jarras de Gas-Pack con una
71
Materiales y Métodos
atmósfera de anaerobiosis: 85 %N2, lO%H2, 5 9~ (202, a 370(2 durante 3 d(as (118).
A partir de este cultivo primario se determinó el recuento de bacterias (ufc/ml).
Después de incubar las diferentes colonias que habían crecido en las placas
<generalmente 4 ó 5), se seleccionaron a su vez subcultivos en medio MSA y Rogosa
según la especie, incubando en las condiciones requeridás.
3.4.4. ORTENClON DE MASA MJCROBíANA.
Una vez aisladas las colonias, se inocularon los d¿ferentes tipos morfológicos
de colonias que crecían en placa, en 3 ml. de caldo Wilkins-Chalgren, al que
previamente se había regenerado para facilitar de esta forma el crecimiento. Se
incubó a 3 70<], durante 24 h. en aerobiosis. Transcurrido este tiempo, se obtuvo
suficiente masa microbianapara relizar las pruebas bioquímicas quepermitidan por
una parte, confirmar el diagnóstico de 5. mutans y por otra diferenciarlo
fundamentalmente de los enterococos y del resto de estreptococos orales presentes
en la boca.
3.4.5. PRUEBAS BIOQUIMíCAS.
Las pruebas realizadas son las que se indican a continuación: Tinción Cram,
bilis esculina, fermentación de azúcares (manitol, sorbitol, inulina, rafinosa,
sacarosa), producción de amoniaco a partir de la arginina e hidrólisis de la es-
culina.
El resultado de las pruebas bioquímicas se consideró positivo, cuando
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aislabamos de los tubos 5. mutans por subcultivo en MSA. De esta manera
confirmamos su iden4flcación.
3.4.6. IDENTIFICAClON.
A continuación señalamos el esquema que se siguió en este trabajo
experimental para la ident<flcación de los estreptococos orales obtenidos en la
muestra <cuadro n0 2) <75). Las especies bacterianas se examinaron por cultivo
selectivo y atendiendo a las características bioquímicas descritaspor COLMAN 1984
(42,4 COYKENDALL 1989 (47) y MURRAY 1990 <178).
3.5. MEDIOS EMPLEADOS EN EL PROCESAMIENTO. TECNICA Y
CRITERIOS.
La sistemática seguida para la descripción de los medios se basa en el orden
de utilización desde que se tomó la muestra hasta que la cepafue identificada.
3.5.1. MEDIO DE TRANSPORTE.
Se empleó solución Ringer (PALEX SA). Este medio mantuvo la viabilidad de
los microorganismos durante el tiempo mediado entre la toma y su tratamiento en
el laboratorio, generalmente menor de 2-3 horas.
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3.5.2. MEDIO DE AISLAMIENTO SELECTIV~
Las características de la flora oral, en cuanto a número y variedad de
especies, nos obligó a utilizarpara el aislamiento de 5. mutans un medio selectivo.
Aunque son muchos los medios descritos, se utilizó el medio MSB definidopor
GOLD y cali en 1973 (89). Este medio utiliza como base Mitis salivarius (DIFCO).
Para prepararlo se diluyeron 90 gr del medio deshidratado en 1000 ml. de agua
destilada, añadiendo 150 gr de sacarosa; se mezclaron bien hasta obtener una
mezcla un<forme, calentando suavemente. Entonces se autoclavó a 1210(2, al baño
maría, añadiendo en este momento una ampolla de 1 ml. de telurito potásico al 1 %,
así como 1 ml. de una solución de bacitracina a una concentración de 200 U/ml.
El otro medio empleado para la obtención de estreptococos fue agar Mitis
salivarius (MSA): se preparó como el MSB, pero sin añadir la sacarosa y la solución
de bacitracina.
El medio empleado para cultivo selectivo de Lactobacillus smi, fue el medio
agar Rogosa <197). La gran selectividad del medio permite el crecimiento casi
exclusivo de este género, que se identjfica y enumera en base al aspecto morfológico
de la colonia:formas redondeadas, lisas, colorblanco, muy convexas, de consisten-
cia cremosa y de 2-4 mm de diámetro. Se trata de bacilos positivos según la técnica
de tinción Gram.
3.5.3. MEDIO PARA LA OBTENCION DE MASA MíCROBIANA.
Una vez aisladas y crecidas las colonias de 5. mutans, se pasaron éstas a un
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medio de cultivo idóneo para obtener una masa microbiana suficiente para su
posterior estudio bioquímico. Con este fin, se empleó el caldo Wilkins- Chalgren
<OXOID) regenerado por ebullición previo a su inoculación. Se tomaron suficientes
colonias para obtener una densidad bacteriana igual al n05 McFarland.
3.5.4. PRUEBAS DE IDENTIFICACLON.
Se procedió después de obtener suficiente masa microbiana a realizar las
siguientes pruebas:
* TINCION GRAM
Por la técnica habitual, nos fijamos en los cocos Gram-positivos.
* BILIS ESCULINA
Mediante estaprueba se pudo diferenciar los enterococos de los estreptococos
orales. Utilizamos el medio de DIFCO. La siembra se realizó en la superficie del
medio> incubándose a 370(2, durante 24 h. en anaerobiosis; transcurrido este
tiempo, se llevó a cabo la lectura de la prueba en la superficie del tubo.
PRUEBA POSITiVA Coloración negruzca.
PRUEBA NEGATIVA Color original.
* FERMENTAClON DE AZUCARES
La fórmula recomendada para estudiar dichas fermentaciones consiste en
utilizar un medio que tenga un indicador de fermentación, adicionándole los
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diferentes hidratos de carbono. El medio basefue el caldo Rojo Fenol <DIFCO) que
no lleva azúcares en su composición. Algunos azúcares no soportan el autoclave por
lo que se utiliza el medio base anteriormente descrito pero sin ellos. Se prepararon
soluciones apropiadas de los carbohidratos seleccionados, se esterilizaron porfiltra-
ción y se añadieron asépticamente al medio basal hasta alcanzar una concentración
final de azúcares del 1 %.
El medio se inoculó con 10 ¡xl de un caldo con crecimiento de 18 h. y los
resultados se observaron después de 24, 48 y 72 horas de incubación a 370(2 La
interpretación de la prueba se realizó por 2 métodos: cambio de coloración y
variaciones de pH.
* Lafermentación del azúcar se reconoce por un viraje del indicador de rojo
a amarillo. En todos estos casos elpH varia en al menos 0.5 unidades, lo que nos
confirma las fermentaciones positivas.
* La ausencia de fermentación del azúcar se man<fiesta al permanecer el
color original, encontrándose al realizar la medida de pH que éste no varia> o lo
hace por debajo de Ok5 unidades.
En los casos en que el cambio de coloración fue dudoso, el pH era decisivo
para realizar la lectura de la prueba, considerándose negativo por debajo de una
variación de 0.5 unidades y positivo por encima de dicho cambio. Se utilizaron los
siguientes carbohidratos <146):
MANITOL (PANREA(2)
RAFINOSA (MERCK)
INULíNA (MERCK)
SORBITOL (MERCK)
SACAROSA (PANREJ4 (2)
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* ARGININA
La capacidad de 5. mutans para desaminar la arginina se estudió usando el
medio desarrollado por NIVEN y coL en 1941 (182). Después de realizar la
inoculación a partir de un caldo WC con abundante crecimiento se cubrió el tubo
con 1 cc aproximadamente de parafina líquida estéril; esto tiene como finalidad
prevenir el escape del amoniaco durante la desaminación de la arginina. La
incubación se realizó 370(2, durante 48 h; transcurrido este tiempo se añadieron 2-3
gotas del reactivo NESSLER a una cantidad similardel tubo de arginina ya crecido.
El cambio de color a rojo anaranjado indicó que se había formado amoniaco por
desaminación de la arginina, por lo tanto la prueba es positiva. Si por el contrario
se mantiene el color original, o vira hacia algún otro color> la prueba es negativa.
* ESCULINA
La hidrólisis de la esculina se investigó utilizando el medio de DIFCO. La
hidrólisis de la esculina se traduce en un ennegrecimiento del medio después de una
incubación a 370(2 durante 48 h.
3.5.5. MEDIO DE CONSER VAClON.
El hecho de utilizar un número considerable de cepas de 5. mutans para el
estudio de coagregaciones y detección de polisacáridos hizo necesario emplear un
medio de conservación que permitiera almacenar las cepas según se iban aislando
e identificando (55).
Para ello se partió de un cultivo fresco crecido en agar Mitis salivarius.
Tomamos 4 ó 5 colonias perfectamente aisladas e identWcadas, las inoculamos en
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tubos que contenían 1.5 ml de caldo WC y lo incubamos a 370<] en atmósfera de
(202. Una vez se tuvo el crecimiento en fase logarítmica se utilizaron tubos con 1.5
ml. del cultivo y una cantidad similar de glicerol (50%). La conservación se realizó
a una temperatura de ~200(2
3.6. EXAMEN CLINICO DE CARIES.
Se hizo un estudio para ver como afectaban estos tratamientos y
posteriormente se observó al microscopio la histología de la lesión.
3.6.1. VíS UALIZAClON Y CRITERIO DIAGNOSTICO.
Se examinaron las mandíbulas de la presencia o ausencia de lesiones
cariógenas en sus superficies dentales. Todas las ratas, tanto de grupo control como
de grupos de prueba, se controlaron clinicamente en los dos periodos de control
microbiológico. El examen clínico se realizó usando una aguja <0. 36x13 mm). Para
ello se limpiaron las superficies dentales con solución Ringer y se evaluaron las
superficies de los dientes con lupa (ZEISS) utilizando como visualizador un
microscopio OPML
* CRITERIO DIAGNOSTICO
El diagnóstico seguido en la exploración clínicafué el criterio propuesto por
la OMS (1972) (255), según el cual> las caries iniciales de fosas y fisuras se
distinguen por ser cavitaciones o áreas reblandecidas. Sus características son:
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* Entra la sonda o aguja 0.5 mm.
* Fondo blando
* 1-lay desplazamiento transversal
* Aureola gris o blanquecina
* Hay lesión radiográfica
* Pérdida de minerales 30%
Se evaluaron el número de ratas con caries en cada tratamiento> y sus
localizaciones en la mandíbula. Se tomaron luegofotografías de éstas, así como de
anomalías que se encontraron y se utilizó como visualizador para realizar el
procedimiento un microscopio OPMI, modelo que tiene un sistema modular que
ofrece múltiples posibilidades de combinar y ampliar el número de aumentos de
acuerdo con las necesidades de las individualidades del caso. Además de la lampara
de hendidura operatoria, el OPMJ con esterotubo de coobservador, tiene un
dispositivo fotografico X- Y para tomar muestras de diapositivas.
3.6.2. ANATOMíA PATOLOGíCA. TECNICAS EMPLEADAS.
Las técnicas empleadas para su evaluación fueron las siguientes:
* Método de fijación: Las muestras de maxilar previo a su examen anotomo-
patológico sefijaron en formol nítrico alS% por ser necesario para esta toma
una técnica de decalc<ficación que posteriormente permitiera su corte. El
periodo de duración con dichofijadorfue de 24 h.
* Método de inclusión: Los tejidos una vezfijados pasaron por los siguientes
reactivos: alcoholes de concentraciones progresivamente superiores para
proceder a la completa deshidratación del bloque. Tras dos pasos de 4 h. por
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toluol, usado este como agente aclarante se procedió a la inclusión de los
bloques en una parafina líquida. Los cortes realizados se mantuvieran en una
estufa a 600(2 durante un total de 6 h.
* Método de coite: lina vez confeccionados los bloques donde iba incluida
uno muestra representativa de las distintas tomas, se insertaron en la platino
de un microtomo MINOT, procediéndose a hacer cortes con un espesor
máximo de 4¡i.
Obtenidos los cortes y montados en portaobjetos se procedió a la desparaflni-
zación de los mismos tras tres baños sucesivos en xilol de 20 minutos cada
uno. Realizado esto se volvió a hidratar los bloques y se tiñeron.
* Método de observación: Las preparaciones obtenidas a partir de muestras
procedentes de maxilares se observaron al microscopio óptico. Como variante
de observación microscópica, se utilizó un método de luz polarizada con dos
prismas de NICOL para que de esa manera se pudieran separar estructuras
amorfasde estructuras cristalinas y lasprobables variaciones de esttÉ últimas.
Este método permite valorar las estructuras cristalinas que muestran una
birrefringencia en blanco brillante, efecto conseguido cuando ambos prismas se
orientanformando un angulo de 90’> entre st Paro esta técnica de observación se
empleó un microscopio de la casa LEITZ, modelo DIALlix 2OEP, que incluye un
sistema automdtico defotograjía de tipo ORTHOMAT.
3.7. EVALUAClON ESTADíSTICA.
Para comparar los resultados obtenidos en este estudio se realizaron los
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siguientes tipos de pruebas:
La valoración estadística se realizó mediante el test ANO VA (análisis de
varianza), que estudia el efecto de un determinado factor cualitativo sobre una
variable, seguido de una prueba de homogeneidad de varianzas, para comparar
posteriormente la media de los grupos 2 a 2. En este estudio se empleó como test
para establecer diferencias signjflcativas entre las medias de los recuentos de
microorganismos obtenidos en los 7 grupos tratados.
Además de estaprueba, se aplicaron los coeficientes de correlación de Pear-
son y de Kendall para estudiar la relación entre los parámetros microbianos 4¶~
mutans, y Lactobacillus sim. J y las caries observadas en la mandíbula del animal.
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* RESULTADOS OBTENIDOS EN EL ESTUDIO “IN VITRO”
3.1. ESTUDIOS PRELIMINARES:
3.1.1. CURVA DE DESARROLLO BACTERIANO.
Eldesarrollo bacteriano de Strentococcus mutans ATCC25175 se observa en
la figura 1> que representa la curva de crecimiento que manifiesta este
microorganismo a lo largo de sus tres etapas.
Según la gráfica, la fase logarítmica se inicia alrededor de las 10’> hora,
alcanzando su punto más elevado a las 18 horas. Lafase estacionaria o de reposo
tenía lugar a continuación y el descenso bacteriano comienza a partir de las 24
horas de incubación.
Este experimento se hizo partiendo de un inóculo muy pequeño (102 ¿¿fc/mí),
que se incubó durante 24 horas, periodo durante el cual evaluamos el crecimiento,
tanto por recuento bacteriano para determinar el número de células viables a lo
largo de este tiempo, como por espectrofotometría, para medir la absorbancia <X —
660).
De estos resultados fue posible establecer una relación entre cada valor de
ufc/mly su correspondiente valor de absorbancia, siendo esta equivalencia muy útil
por la comodidad y rápidez que supuso para su uso en posteriores ensayos, en
particular en el estudio de agregaciones bacterianas. Así, una DO. = 2.0
corresponde aproximadamente a 1010 ¿¿fc/ml.
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3.1.2. MEDIOS DE CULTIVO.
La figura 2, representa gráficamente el crecimiento desarrollado por 5
.
mutans en los 5 caldos de cultivo empleados. La cinética de crecimiento celular se
realizó midiendo la absorbancia a una X = 660 tun a partir de alícuotas que se
tomaron a cada hora durante el periodo de incubación.
Aparece reflejado en esta figura que existen diferencias entre los valores de
masa celular obtenidos al medir la absorbancia en cada medio de cultivo. El valor
de absorbancia más alto se obtiene con el caldo Wilkins-Chalgren, cuya fase
estacionaria alcanza un valor de DO = 1.88, este valor disminuye con el caldo
Schaedler cuyo valor de DO = 1. 75. En cuanto a los caldos Tioglicolato y Todd-
Hewitt, ambos presentan una fase exponencial de crecimiento muy similar El valor
más bajo se obtiene con medio BH¡, con una DO — 0.08.
Esto nos indica que en general, se da buen crecimiento en todos los caldos de
cultivo, a excepción del medio BHI que no manifestó apenas crecimiento, teniendo
en cuenta que el mayor crecimiento se alcanza con el caldo WC, seguido del caldo
Schaedler y de los medios Tioglicolato y Todd-Hewitt que muestran valores muy
similares.
Tras realizar la elección del medio Wilkins-Chalgren como caldo de cultivo
procedimos a evaluar un medio sólido de crecimiento adecuado que se pudiera
emplear en experimentos posteriores. Los medios ensayados fueron: Mitis salivarius
(MS), Mitis salivarius bacitracina (MSB) y Wilkins-Chalgren enriquecido con 5%
sangre. La figura 3, representa el recuento celular (lg ¿¿fc/mí) obtenido con cada
medio. Según esta gráfica, se consiguieron resultados muy semejantes con éstos, es
decir en todos ellos se obtuvieron recuentos altos de esta especie del orden de ido
¿¿fc/ml. Si comparamos con el inóculo de partida 10~ ¿¿fc/mí, vemos que el
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Estas observaciones nos llevaron a emplear el medio MS como medio sólido
de siembra en los estudios “in vitro”, descartando MSB por ser un medio de escasa
duración, ya que al contener bacitracina, ésta pierde su actividad a la semana de
preparar la solución.
Hay que tener en cuenta que 5. mutans es un microorganismo que crece en
agar dando una morfologia característica, de aspecto mucoide, rugosa y sobre todo
muy adherente al agar, esto representó una gran dWcultada la hora de trabajar con
el, tanto para homogeneizado en el medio, como en el momento de realizar los
subcultivos posteriores para su aislamiento.
3.2. PRUEBAS REALIZADAS CON AZUCARES
3.2.1. CAPACIDAD DE FERMENTAClON DE AZUCARES.
Se estudió el efecto de cuatro azúcares y dos polioles en el crecimiento de un
cultivo puro de 5. mutans en fase logarítmica y su capacidad para fermentarlos,
durante un periodo de 12 h. de incubación. Como control se empleó un medio de
cultivo que no contenía azúcar
En la figura 4, se ve representado el recuento celular apresado en (log
¿¿fc/mí) obtenido con cada azúcar. Los resultados muestran que los recuentos
bacterianos más elevados son con sacarosa yglucosa. Lafase exponencial coincide
en ambos casos y alcanzan un valor final aproximado de 7.94 0~o ¿¿fc/mí, partiendo
de un inóculo inicial próximo a 4x105 ufc/ml; esto sign<flca que produjo un
incremento en el número de bacterias de 5 logaritmos desde el momento en que 5
.
mutans se puso en contacto con el azúcar En un segundo plano, se obtiene un
crecimiento menor con manitol, aumentando hasta 4 logaritmos su valor inicial,
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siendo el valorfinal .5x109 ¿¿fc/ml yflnalmente la lactosa, que es uno de los azúcares
que menor valor de recuento celular presentó (5. SxltA ¿¿fc/mí). En el control, el
valor máximo de recuento celular obtenido tras 12 h. fue de 7. 9x107 ufc/ml, es decir
aumenta hasta 2 logaritmos su valor inicial <3. 9xlOtJ.
Se puede decir que para esta cepa, tanto la glucosa como la sacarosa y en
menor grado el manitol, son los azúcares que degrada con más facilidad mediante
vía glicolítica y que por tanto permiten un mayor crecimiento de la bacteria; a
consecuencia del crecimiento en tales condiciones, vimos que se originaba la
formación de grandes agregados oflóculos que se agitanban en el medio y que iban
incrementándose con el tiempo en tamaño y número, dando una turbidez
característica al medio. Esto iba asociado con la formación de largas cadenas de
cocos gram positivos, que aumentan de longitud especialmente en las últimas horas
de incubación, según observamos al microscopio mediante tinción gram.
Respecto al crecimiento en el medio de cultivo, y sólo en el caso de utilizar
sacarosa como fuente hidrocarbonada, se desarrollaba una capa muy adherente y
compacta en la base del matraz que no se elimina, ni tan siquiera con la agitación
del baño a que estuvo sometido para homogeneizar el medio.
Para realizar este experimento empleamos el azúcar en condiciones limites
<1 %), deforma que se obtuviera el máximo valor de actividad glicolítica, hecho que
influiría en la velocidad de crecimiento de esta bacteria (258). La interpretación de
los resultados que se muestran en la flg. 4, reflejan la capacidad de fermentación
del S. mutans respecto de estos sustratos, que en el caso de la glucosa y sacarosa
es muy elevada, alcanzando con ellos el mayor crecimiento.
Respecto al efecto que causan el xilitol y sorbitol en el crecimiento celular de
este microorganismo, se observa que el sorbitolprovoca un crecimiento menor y mas
lento, ya que su intervalo de crecimiento no supera el valor máximo del control, es
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decir, esta especie apenas muestra capacidad para fermentar este sustrato, siendo
el mayor valor de recuento celular alcanzado de 6. 3x10’ ¿¿fc/ml.
En cuanto a la presencia de 1 % de xilitol en el medio, éste provoca una
inhibición del crecimiento. El valor final de recuento celular desciende en relación
con el control, siendo estos valores SxlO~ y 7. 9x10’ ¿¿fr/ml respectivamente.
3.2.2. CAíDA DE PH.
Durante el crecimiento bacteriano con las diferentes fuentes de carbono se
midió como variaba el pH afin de evaluar la capacidad acidogénica de 5. mutans
.
Esta es el resultado de la producción de ácidos a causa de la actividad glicolítica
ejercida por esta bacteria sobre cada azúcar
Según esto, la figura 5 ilustra los cambios de pH experimentados por cada
azúcar a lo largo de las 12 horas de estudio mediante curvas que representan la
caída de pH, partiendo en todos los casos de un pH inicial 7.a El control sigue
siendo un medio que no contiene azúcar
Se vió que el pH final con glucosa y sacarosa es de pH = 5.0 y pH = 5.2
respectivamente. ElpHfinal obtenido en presencia de manitol es algo menor de 6.0,
es decir 5.8, mientras que la lactosa es curiosamente menos acidogénica, cuyo pH
es 6.a Con respecto a sorbitol y xilitol, el descenso de pH es algo inferior, entre 62
- 6.6 y por tanto con un valor considerablemente más bajo que el correspondiente
a la glucosa y sacarosa. El control en ausencia de azúcar va mod<ficando lentamente
su pH hasta alcanzar un pH de 68 próximo al inicial (pH = 7.0).
En función de los resultados, se comprueba que la mayor capacidad para
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producir ácidos se obtiene con sustratos tales como la glucosa y la sacarosa y en
menor grado con el manitol. Por otro lado, tanto el sorbitol como xilitol originan
en el medio un descenso de pH muy bajo en comparación con otros azúcares.
3.2.3. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE AZUCARES.
La figura 6, representa el crecimiento celular en un medio de cultivo
enriquecido con dos azúcares: sacarosa y glucosa, a dos diferentes concentraciones.
Una de ellas corresponde a un aporte de carbohidratos al medio de crecimiento en
condiciones limites <1 %) (258), y otra de ellas a altas concentraciones de azúcar
(10%). Se empleó como curva control, un cultivo de 5. mutans en ausencia de
azúcar Se comprueba que ambos azúcares manWestan un crecimiento celular
equivalente, hecho que se evaluó mediante recuento celular medido en <log ufc/ml).
Analizados los posibles cambios de pH originados en situaciones de alta y baja
concentración de azúcar en el medio, se observó que cuando la glucosa y la
sacarosa estan presentes a baja concentración se consiguen valores de pH: 5.0 - 5.2,
mientras que para una concentración alta de glucosa y sacarosa es un pH más bajo,
siendo el valorfinal obtenido con ambos alrededor de pH=4.5 (figura 7).
3.2.4. CAPACIDAD ACIDURICA.
En la figura 8, se presentan los recuentos celulares obtenidos con 5. mutans
sometido a djferentes valores de pH (6.5> 5.0, 4.0, 3.0) en el medio, tomando como
control pH = 70.
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~5.L.rnuIansalcanza los recuentos celulares más altos apH = 7.0, siendo el
mayor valorde recuento celular alcanzado de 3. lxi Cf ufc/ml, mientras que a medida
que baja el valor de pH a que es sometido el medio de cultivo, se origina una
reducción progresiva del crecimiento de este microorganismo; esta inhibición es muy
elevaria a pH = 4.0 ypH = 3.0 alcanzando en estos últimos valores de recuento de
10’ y 10’ ¿¿fc/ml respectivamente.
Con pH tales como pH: 6.5, 5.0, aunque seproduce un importante descenso
inicial (en las 3 primeras horas) la bacteria se recupera mostrando un progresivo
crecimiento, alcanzando valores finales de recuento 7.9x1C1 y 1.5x108 ¿¿fc/ml
respectivamente, paralelo al que man¡fiesta el control dondese consiguen los valores
máximos de crecimiento bacteriano. No se produce tal situación cuando el pH del
medio es 3.0, mientras que en un ambiente a pH = 4.0, 5. mutans se ve que sufre
un drástico descenso inicial, a continuación comienza un ligero ascenso> para
finalmente mantenerse.
Además de estas observaciones se anotaron los cambios originados en el pH
del medio a lo largo de las 10horas de estudio, respecto de los valores iniciales. En
el caso de pH 6.5 y pH 5.0> éste se va mod¡flcando hasta establecerse en un valor
alrededor de 5.5. En cuanto a la situación altamente ácida que se crea sometiendo
la bacteria a un pH = 4.0, esta hace descender ligeramente este valor a 3.5, para
finalmente experimentar un pequeño ascenso coincidiendo con las últimas horas de
la curva de desarrollo bacteriano.
3.3. ENSAYO DE COAGREGA ClON.
Realizados los ensayos de coagregación entre 5. mutans ATCC 25175 y otras
especies bacterianas orales procedentes de aislamientos clínicos y colecciones tipo,
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se observaron los diferentes grados de coagregación que se dieron entre ellas. Estos
resultados se muestran en la tabla 1, que incluye los porcentajes de coagregación
que se obtuvieron en cada caso.
Todas las parejas de coagregación se observaron segundos despuis de
agitarlos, y se comprueba que la cepa standard 5. mutans muestra un elevado grado
de coagregación conActinomvces odontolvticus, Veillonella alcalescens, Bacteroides
intermedius y Prevotella loescheii. Así mismo existe agregación aunque débil con
Fusobacterium nucleatum y no se encontró coagregación en ningún caso con cepas
del gen. Lactobacillus son, gen. Strentococcus smi. <‘5. mitior, 5. salivarius 1
,
Prevotella melaninoQenicus, Pomhvromonas Lin2ivalis y Actinobacillus
actinomvcetemcomitans. Estos resultados se observaron en la totalidad de los casos
probados de cada especie, a excepción de B. intermedius y 5. mutans
que sólo mostraron coagregación en un 66.6% y 90% de los casos respectivamente.
En todos los casos se evaluaron las autoagregaciones de las cepas que
enfrentamos, sólo en dos casos se dió la capacidad de agregarconsigo mismo, como
fue con la cepa standard 5. mutansATCC 2517S con un grado de coagregación (+
+) y Actinomvces odontolvticus ATCC 17982.
En la mayoría de los casos se tomaron muestras de las parejas de bacterias
enfrentadas que eran capaces de coagregar y realizamos una tinción Gram, con el
fin de confirmar la existencia de agregación entre ambas especies bacterianas.
3.4. ENSAYO DE “SLíME”.
La capacidad deS._mutansATCC 251 75 paraproducir “slime” enfunción del
tiempo de incubación, aparece reflejado en la tabla 2. De los resultados obtenidos,
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podemos deducir, que este microorganismo alcanza a las 48 horas la mayor cantidad
de polisacáridos extracelulares producidos siendo su actividad más elevada a las 24
h. que a las 72 horas.
Los resultados de la prueba de “sUme” realizada con otras especies
bacterianas pertenecientes al Gen. Strentococcus y Gen. Lactobacillus, se muestran
en la tabla contigua; en ella se especifica el origen de cada uno de los
microorganismos ensaya4os, así como el número total de bacterias empleadas y el
recuento porcentual de especies productoras de “sume” en función del tiempo de
incubación. Este ensayo se llevó a cabo con cepas procedentes de la saliva de ratas
que utilizamos en el modelo experimental.
Evaluados cada uno de los grupos se observa que las cepas de 5. mutans en
su mayor número obtienen el máximo grado de producción entre las 24 y 48 h.,
mientras que las cepas del Gen. Lactobacillus ensayadas lo alcanzan a las 72 h.
Sólo hubo un 70% de los casospertenecientes a este último género> en los cuales no
se detectó elaboración de polisacáridos extracelulares.
La determinación del grado de producción de “slime” se valoró en relación
a 4 categorías, sign<ficando O la ausencia de ésta y +3 el mayor grado de
elaboración de “slime” conseguido.
Tal como se observa en la tabla 2, en el caso de Lactobacillus smi., el mayor
numero de cepas no presenta capacidad paraproducir estos mucopolisacáridos; por
el contrario el total de cepas de 5. mutans valoradas, sípresentan esta propiedad.
3.5. DETERMINACION DE GLUCANO INSOLUBLE.
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La determinacion de la cantidad de glucano insoluble se hizo teniendo en
cuenta los valores de DO obtenidos en el ensayo que corresponde a 4 categorías
diferentes.
En la tabla 3, aparece reflejado el glucano insoluble producido por 5. mutans
a diferentes concentraciones de azúcar, que en este caso es la sacarosa. Según los
valores obtenidos de COD <DO corregido) vemos que la cantidad de glucano
producido aumenta a medida que aumenta la concentración de sacarosa, siempre
referido a un control sin azúcar, el cual no man <[está capacidad alguna para
elaborar glucano.
También en este caso hicimos un seguimiento con las cepas de 5. mutans
,
aisladas del modelo “in vivo”, con el fin de averiguar que porcentaje de ellas son
productoras de glucano. La muestra valorada consta de 30 cepas, divididas en 3
grupos según la procedencia. Analizados los resultados, observamos en cada grupo
de estudio que el mayor número de cepas, producen glucano a la concentración de
sacarosa más elevada (10%).
En todos los casos tomamos como control un inóculo de 5. mutans cultivado
en ausencia de azúcar, siempre valorando aquellos casos en los que la medida
mínima en el espectrofotómetro marcara a os.
3.6. ACTIVIDAD DE FLUORURO SODICO SOBRE 5. mutans
.
3.6.1. ESTUDIO DE SENSIBILíDAD: CMI-CMB.
Determinamos la CMI y CMB de fluoruro sódico, utilizando un método
estandarizado como es la técnica de dilución en caldofrente a £...rnyjgns ATCC
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25175 y obtuvimos que el valor de CMI es de 128 mg/l, mientras que la CMB es
4096 mg/l, es decir 32 veces mayor que el valor de CMI.
3.6.2. CURVA DE LETALIDAD.
La actividad antimicrobiana del flúor frente a un cultivo puro de esta cepa,
en función del tiempo y a la concentración de CMI, viene representada en lafig. 9.
Como se puede apreciar en ella, a dicho valor de CMI se produce un efrcto
inhibitorio del crecimiento de esta bacteria mostrando durante las cinco primeras
horas un progresivo descenso en el recuento celular, para estacionarse a
continuación.
Con las curvas de letalidad se consigue saber el poder bactericida de la droga
respecto al tiempo> aplicandolo como el tiempo requerido para bajar la población
bacteriana 31g, es decir el 99.9 % (16); en nuestro caso el descenso máximo no
superó este valor
Posadas 2h. de exposición delflúorfrente a 5. mutans y eliminado éste por
un proceso de dilución, se valoró el efecto que tendría la retirada del antimicrobiano
en el crecimiento de este microorganismo. En lafig. 10, se muestran los recuentos
celulares obtenidos a partir de este momento observandose en estas condiciones, una
recuperación bastante rápida del crecimientO de 5. mutans a partir de la primera
hora; alcanzando al cabo de siete horas de incubación en baño con agitación, un
valor de 1 o~ ¿¿fc/mí, teniendo en cuenta que el recuento inicialfue de 1.SxiO~ ¿¿fc/mí>
luego se consigue un incremento de 4 lg. Esta recuperación una vez eliminado el
flúor nos indica el efecto bacteriostático que ejerce este antimicrobiano sobre 5
.
mutans, es decir inhibe el crecimiento pero no mata la bacteria.
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3.6.3. INFLUENCIA DE DIVERSOS PARAMETROS EN LA ACTIVIDAD DE
FLUORURO SODICO <NaF).
lino de los objetivos que nos propusimos fue valorar la influencia de algunos
parámetros sobre la actividad del antimicrobiano en la cinética de crecimiento de
5. mutans ATCC 25175.
* INFLUENCIA DE LA CONCENTRAClON DE AZUCAR.
Se valoró la inhibición que ejerce el NaF en el crecimiento de 5. mutans
utilizando dos concentraciones de azúcar diferentes en el medio de cultivo.
Los resultados reflejados en la flg. 11, muestran que la inhibición producida
por NaF frente a este microorganismo a la concentración de CMI, es similar a
ambas concentraciones de azúcar Así, cuando la concentración de glucosa en el
medio es un 1 % encontramos al cabo de 8h. un recuento celular de io~ ¿¿fc/mí,
mientras que a la misma hora y cuando el azúcar alcanza una concentración del
10% el recuento que se consigue es de 2.5x102 ufc/ml. Según ésto, el flúor a la
concentración de CMI, qerce el mismo efecto de inhibición sobre el crecimiento de
5. mutans, independientemente de la concentración de glucosa que hubiese en el
medio.
Estudiado el efecto delflúor en asociación con bajas y altas concentraciones
de sustrato sobre este microorganismo se observa, según se muestra en la tabla n’>
4 que al medir el pH del medio, éste apenas experimenta cambio alguno ya que
frente a un pH inicial 7.0 se produce un descenso a pH 65, mientras que en los
controles con concentraciones de glucosa en el medio de 1 y 10%, libre de flúor el
pH obtenido es de 5.0 y 4.5 respectivamente, luego en estos ultimos el pH baja.
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Estos resultados indican que elflúor inhibe o cesa la producción continua de
ácidos a partir de estos azúcares.
* INFLUENCIA DE PH.
La actividad del flúor se estudió a diferentes valores de pH; para conseguir
el pH deseado añadimos MCI diluido en el medio.
Queda reflejado en lasflg. 12 y 13, que existen diferencias entre los recuentos
celulares obtenidos con los diferentes pH. Partiendo de un inóculo inicial 1 o~ ¿¿fc/ml
y al cabo de 8 h., se observa:
* a pH 65 el valor de recuento celular en el control deflúor es SxlO’ ¿¿fc/ml
y en el control de pH: 7,9.40’ ¿¿fc/mí, mientras que cuando actuan conjuntamente,
es decirflúor en un medio a pH 6.5, el recuento obtenido es 7*1 0~ ¿¿fc/mí, similar
en este caso al valor alcanzado con la actividad delflúor
* a pH 5.0, el valor de recuento frente a la actividad delflúor es igual que
la anterior, a pH 5.0 el recuento es lxi Cf ufc/mly la actividad delflúor en un medio
con dicho pH es 7 9xlOt inferior en 1 logaritmo al dato mostrado con el pH
antenor.
* a pH 4.0> disminuye considerablemente el valor de recuento celular
obtenido tras 8 h. de actividad del flúorfrente al crecimiento de 5. mutans, siendo
este valor inferior a ixlCf ¿¿fc/ml y en los correspondientes controles de flúor y pH
4.0 de SxlO’ y i.9xi05 ufc/ml, respectivamente.
Sometido esta especie a medios con pH ácido y a una concentración de flúor
igual al valor de CMI <128 mg/l) según las flg. 12 y 13 se ve, un aumento de la
actividad delflúorfrente a 5. mutans a medida que disminuye elpH del medio. La
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combinación de ambosfactores provocan una inhibición del crecimiento bacteriano
y de la acidez del medio mayor que cuando cada una de estas condiciones se evaluan
individualmente respecto del control.
* INFLUENCIA EN LA AGREGAClON.
Elfenómeno de agregación se estudió con la cepa 5. mutans ATCC 25175y
vimos que tiene capacidadpara autoagregar Evaluamos la actividadque desempeña
el flúor a concentraciones subinhibitorias sobre esta cepa, datos que aparecen
reflejados en la tabla 5, donde se espec¡flca el grado de agregación que muestra esta
bacteria frente a las distintas concentraciones de flúor aplicadas.
Según estos resultados y teniendo en cuenta las condiciones experimentales a
quefue sometido el ensayo, vemos que las concentraciones subCMI no influyen en
el fenómeno de autoagregación de esta especie.
* INFLUENCIA EN LA PRODUCCION DE EXOPOLISACARIDOS.
Evaluamos el efecto que produce el flúor en la capacidad de 5. mutanspara
producir PSE del tipo glucano. En la tabla 6, se representan los valores sub CMI del
flúor y valores de DO corregida obtenidas por espectrofotómetro relativas a la
producción de glucano de este microorganismo.
Cuando la concentración deflúor coincide con el valor de la CMI (100%), se
inhibe la producción de glucano ya que el valor de COD obtenido (0.02) no se
incluye dentro del mínimo establecido para la producción de este polisacárido. Por
el contrario valores de sub CMI de 64 mg/l y 32 mg/l de NaF afectan a este
microorganismo originando un aumento en la producción de glucano en un grado.
Finalmente cuando la concentración sub CMI de flúor es de 16 mg/l, la cantidad de
glucano producida por 5. mutans aumenta hasta 0.29, valor que se incluye dentro
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de la 2’> categoría (2+) y con 8 mg/leí valor de COD sigue aumentando hasta 0.44,
valor muy proximó al que corresponde a la categoría (3+).
Según esto, elflúor a concentraciones subinhibitorias aumentan la producción
de glucano y por consiguientefavorecen la capacidad de adherencia de 5. mutans
.
* RESULTADOS OBTENIDOS EN EL ESTUDIO “IN VIVO”.
3.1. PESO
En el estudio llevado a cabo con ratas Wistar, el consumo de las dietas
originó algunas variaciones en el peso, pero no suficientemente representativas como
para que se viera afectada su salud.
En cada uno de los grupos de ratas ensayadas se calculó la media (x) de los
pesos obtenidos y el error standard (ee) con el fin de estudiar las posibles
mod<flcaciones <tabla 7).
El aporte de la dieta “1<2000” y “fibra Gwar” “ad libitum” no supuso ninguna
alteración en el peso del animal> como se pudo comprobar a lo largo de los dos
controles periódicos que mostraron como resultado final un aumento de peso.
Respecto a los tratamientos fluorados, tanto en la forma de agua fluorada
como de barnices se observó una disminución de peso, aunque solo cuando se ad-
ministraron conjuntamente con la dieta “1<2000”.
Los resultados relacionados con el peso obtenido en cada grupo experimental,
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se encuentran reflejados en laflg. 14, señalando el primer control (Cl) a los 45 días
y el segundo control (C2) a los 90 días.
3.2. RECUENTOS MICROBIOLOGICOS EN SALíVA.
En este estudio se ha valorado mediante un estudio microbiológico la
influencia de una dieta presumiblemente cariogénica, así como la acción del flúor
suministrado por dos vías distimas y el posible desarrollo de lesiones dentales sobre
5. mutans, por tratarse de la principal bacteria implicada en la caries.
Las gráficas que a continuación exponemos representan el número de ratas
= 15) y los recuentos de 5. mutans y Lactobacillus obtenidos en cada grupo
experimental.
En la figura 15 representamos la relación existente entre la dieta y la
presencia de 5. mutaus, siendo de 0-10 ¿¿fr/ml el valor alcanzado por el control en
el mayor número de casos; con la dieta “1<2000» es de i0”-1O~ ufc/ml valor más
elevado que con la “fibra Gwar” cuya medida más frecuente esta entre 1C$ .10?
¿¿fc/ml. Estos valores se incrementan en la segunda toma de ambas dietas mientras
que se mantienen aproximadamente igual en el caso del grupo control.
Es decir, 5. mutans crece independientemente de las dietas suplementadas con
hidratos de carbono, como sucede en el grupo control que fue alimentado sólo con
dieta de mantenimiento> aunque el recuento obtenidojite mucho más bajo en relación
con las otras dos dietas.
En lafigura 16, vemos la relación entre dieta “1<2000 “-flúor y crecimiento de
5. mutaus, observándose una clara disminución de éste con los tratamientos
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fluorados ya que frente al recuento de io~-iO’ ¿¿fc/mí, valor más frecuentemente
obtenido con la dieta “¡<2000”, ésta misma asociada con un tratamiento de agua
fluorada disminuye el valor hasta un total de 102-id ¿¿fc/ml y más aún, alcanza
valores de 0-10 ¿¿fc/ml en el tratamiento con barnices de flúor, es decir
prácticamente no se detecta el crecimiento de 5. mutans con este último.
En la figura 17> se aprecia la relación existente entre “fibra Gwar“-flúory la
presencia de 5. mutans observándose de nuevo una disminución cuando la dieta
“Fibra Cwar” se asocia a los tratamientosfluorados; frente a un valor de ¡02-id
ufc/ml alcanzado en las ratas alimentadas sólo con dieta fibra, se detectó un valor
de 0-10 ufc/ml con barnices, así com un valor medio de x = i.6xi02 ¿¿fc/ml en la
dieta asociada a agua fluo rada, aunque existe un intervalo de valores más amplio.
Hemos visto que las dietas aportadas tanto la dieta “1<2000” como la dieta
“fibra Gwar”, incrementan el recuento de £....w.yians. asimismo en el segundo
control realizado a los 90 días, los tratamientosfluorados aplicados conjuntamente
con ambas dietas, también encontramos que se va produciendo un descenso cada vez
mayor en el recuento de esta especie bacteriana.
En la figura 18, representamos la relación entre la dieta y la aparición de
Lactobacillus smi. En el caso del control alcanza un valor medio de 3. ixiO’ ufc/ml
similar a los encontrados con la dieta “1<2000’> que es de 5.3xi(Y ¿¿fc/mí, y la dieta
“fibra Gwar” x = 7.3x10’ ¿¿fr/ml existiendo un intervalo de valores mucho más
disperso con esta última. A los 90 días, se consiguen valores similares en el control
en relación con la primera toma, mientras que en el caso de las dietas se man ¡fiesta
un pequeño aumento siendo los valores medios alcanzados con la dieta jibra Gwar”
(2.lxiO4 ¿¿fr/mí) y con la dieta “¡<2000” (1.hia ¿¿fc/mí).
En la figura 19, se representa la relación entre la dieta “K2000”-flúor y el
desarrollo de Lactobacillus spp, observándose que con ambos tratamientos deflúor,
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en forma tópica (barnices) y en forma general (agua fluorada), a los 45 días
empiezan a aparecer casos de ratas con recuentos bajos aunque en general los
valores medios de recuento celular son similares respecto del control con dieta
“¡<2000v, siendo estos x = 1. 6x11/ ¡¿fc/ml y 4. 6xlO ¿¿fc/mí, respectivamente. A los
90 días los valores aumentan hasta observarse ratas con valores de 10~ ¡¿fr/ml
contrariamente a otros casos de ratas en que se daban valores muy bajos de
Lactobacillus srm
.
En la figura 20, representamos la relación dieta-flúor y el desarrollo de esta
bacteria, en este caso dieta “fibra Gwar”; si comparamos los valores medios
recogidos con dicha dieta junto a los tratamientos fluorados, se detecta que frente
a x = 7.2x10’ ufc/ml, valor medio de recuento obtenido con la dieta azucarada +
“fibra Gwar”, en el caso de las aplicaciones con barnices y el tratamiento con agua
fluorada el resultado es similar con unos valores de x = 5x103 ¡¿fc/ml y x = 5x103
ufc/ml respectivamente. En este caso, a los 90 días aparecía un recuento menor con
ambos tratamientos comparado con la dieta ‘fibra Gwar » sin flúor
Para comparar los resultados obtenidos en este estudio se realizó un análisis
de la varianza (ANO VA) que estudia el efecto de un determinado factor cualitativo
sobre una variable; mediante la prueba de homogeneidad comparamos la media de
los grupos dos a dos y consideramos en todos los casos los siguientes grados de
sign~cación estadística frente al control: p <0.05, p<aoi, p< 0.005...
Estadísticamente se comprueba que las djferencias halladas en los recuentos
de S. mutans con la dieta “1<2000” y “fibra Gwar”, repecto del control son
significativas con una p< a oooos y p< (201 respectivamente. Asimismo, entre
ambas dietas los valores de S. mutans obtenidos muestran dwerencias sign<flcati vas
con una p<UOS.
A los 3 meses, las d¿ferencias encontradas entre la dieta “fibra Gwar” y el
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control aumenta su grado de sign~cación, pasando a serp < a oooos (tabla 8).
En cuanto a los tratamientos fluorados, la administración conjunto de dieta
“¡<2000” con barnices deflúory aguafluorada, originan un descenso en el recuento
de 5. mutanr esta diferencia es altamente significativa, p< a oooos. Cuando la
dieta es con “fibra Gwar”, existen también d<ferencias estadísticas respecto del
control, pero con una sign~cación menor comparada con la dieta “1<2000” (p < a oi
y p < 0.05, respectivamente). A los 90 días estas diferencias se hacen muy
sign<flcativas con la dieta “fibra CAvar” (p <0.00005), alcanzando el mismo grado
de sign<flcación que el obtenido con la dieta “¡<2000” a los 45 días. Según esto se
comprueba que el opone de ambas dietas al animalprovoca un aumentosignificativo
del recuento de £Á¡¡.yÁuns.
En relación con la otra bacteria estudiada, gen. Lactobacillus si comparamos
las dietas con el control, el recuento alcanzado en ambas es similar, no encontrando
desde el punto de vista estadístico diferencias signjflcativas respecto del control, o
entre ambas dietas. Sin embargo a los 90 días con la jibra Gwar” se produce un
pequeño aumento en el recuento celular estadisticomente significativo, p< (A 05.
En las aplicaciones conflúor, sólo se aprecian diferencias sign(flcativas entre
los recuentos, cuando las ratas reciben dieta “fibra Gwar” ypincelaciones conflúor,
p <0.01. A los 90 días> las d¿ferencias estadísticas se hacen más sign¿flcativas con
dicha dieta, tanto para barnices como para agua fluorada, (p < a 0005 y p < 0.05
respectivamente) siendo mayor en el caso de aplicaciones tópicas de flúor (tabla 9).
3.3. EXAMEN CLINICO DE CARIES.
Realizamos controles periódicos a los 45 y 90 días en cada uno de los grupos
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En la tabla 10 figuran el número de ratas con caries (%) y los recuentos
salivares de 5. mutoas, obtenidos en los distintos tipos de tratamientos respecto del
control. Nuestras observaciones mon¿fiestan la existencia de un alto número de ratas
con cañes en aquellos grupos tratados con ambos tipos de dietas (“¡<20W” y “fibra
Gwar”) y que estas opacidades se encuentran generalmente en las caras oclusales
de los dientes.
En estas lesiones aparecidas a nivel macroscópico, simplemente observamos
la destrucción a nivel del esmalte, aunque no se manifestaron lesiones aparentes en
mucosas ni en alveolos. A nivel de incisivos aparecían manchas blancas quepodían
corresponder con hipoplasias, es decir, estados claramente precoces de una lesión
cañógena posterior, en donde empezarían a destruirse los prismas del esmalte y a
separarse los espacios interpñsmáticos.
Comparando ambas dietas, se observó que aparecían más caries con la dieta
“¡(2000” que con ‘fibra Gwar”, y con esta última se originan menos lesiones
patológicas aunque se aprecian más lesiones primarias denominadas hipoplasias ó
principio de caries. El grupo control queJite alimentado con dieta normal, solo se
dió un caso que tuviera caries a los 90 días de tratamiento, mientras que el resto a
nivel macróscopico no manifestaron indicios de que estos procesos cañógenos se
estuvieran dando. Los tratamientos efectuados conflúor, lograron una disminución
de estas lesiones, tanto con dieta “1<2000” como con ‘fibra Gwar”; incluso a los 90
días, en el caso de barnices fluorados con la dieta “1<2000”, la mayoría de las ratas
presentó una ausencia total de cañes.
Comparando con los casos anteriores, se vió una respuesta patológica de las
mucosas a los tratamientos tópicos con barnices. Aparecieron lesiones en las
mucosas de carácter quelante junto a manchas amarillentas, que corresponden a
fluorosis, más acentuadas en incisivos como se vé en la foto n0 3 y marcas de
recalcWcación (según se comprobó en el estudio histológico). Contrariamente a estos
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Por último hemos de señalar que hemos obtenido capas de remineralización
que se extendían de profundidad a superficie en los tratamientos llevados a cabo con
agua fluorada y tratamientos tópicos con barnices, según se observa en la foto n0
4, si bien en estos últimos son más evidentes con la ausencia total de la placa bac-
teriana e incluso desaparición de las lesiones por apósito de calcio en lasfisuras de
las caras oclusales, que se manifestaban “de visu”.
3.4. REL4ClON MICROORGANJSMO-CARlES.
Se compararon los recuentos bacterianos obtenidos en salivo y el número de
casos que desarrollaron lesiones cariógenas para versi existía alguna relación entre
ambas variables. En las tablas 10 y 11, figura el número de caries (%) que
corresponden al número de ratas que desarrollaron caries en relación con el total
de ratas Wistar muestreadas (n= 15) a partir de al menos uno manifestación
cariógena en alguno de sus dientes y la media de los recuentos bacterianos, tanto
de S. mutans como de Lactobacillus si> respectivamente, en cada grupo experimen-
tal. En relación con los grupos de dietas “¡<2000” y ‘fibra Gwar” coinciden altos
recuentos de S. mutans con un elevado número de ratas con caries, acentuándose
este incremento en el segundo periodo de muestra como sucede con la dieta
“1<20W”, en que casi el 100% de las ratasposeen dientes con caries. En los grupos
tratados conflúor, los valores obtenidos tanto de ratas con lesiones como de recuen-
tos bacterianos en salivo disminuyen considerablemente. Cuando el flúor se
administro como barnicesjunto a la dieta “fibra Gwar” y “¡<2000” , se produce una
reducción de la caries del 93 % -96% respectivamente.
Respecto al género Lactobacillus y en relación con las dietas administradas,
vemos recuentos celulares menores en número que aquellos encontrados con 5
.
mutans aunque también relativamente altos que coinciden con un alto porcentaje de
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ratas con cañes, aumentando progresivamente ambas variables hasta los 90 días
valorados. Curiosamente en los tratamientosfluorados, mientras los casos de caries
descienden, los recuentos de Loctobacillus obtenidos en salivo se mantienen; a los
3 meses después de ser tratado el grupo con dieta “¡<2000” y flúor el recuento
bacteriano aumenta mientras que el número de ratas con lesiones cariógenas
disminuye.
Estadisticomente valoramos si había alguna correlación entre número de
microorganismos en saliva y la incidencia de cañes en ratas; para ello ucilizoinos
dos tests de correlación: test ¡<endalí y test Pearson, que calculan un coeficienten
de correlación (r) entre ambos parámetros y un valorde probabilidad (p); en nuestro
estudio consideramos como grado de sign¿flcación en todos los casos p < 0.05.
Comprobamos que existe un valor de correlación sign¿flcativo entre 5. mutans en
salivo y ratas con lesiones cariógenas según ambos coeficientes; en todos los grupos
había un grado de sign<flcación muy alto siendo débil cuando el aporte de flúor se
asocio a la dieta ‘fibra Gwar” aabla 12). En el caso de Lactobacillus si>, los dos
coeficientes indican correlación entre ambas variables con valores muy altos de
significación con dieta “¡(2000” y ‘fibra CAvar” (p<O.OS). En cambio en los
tratamientos con flúor, la ‘fibra Gwar” muestra grados de sign¿flcación débiles,
p<O.O3, p< 0.01, mientras que con la dieta “¡<2000” se observa quela correlación
no es significativa.
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Figura 2. Curva de crecimiento bacteriano de S. mutans ATCC 25175 en
cinco caldos de cultivo.
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Tabla 3. Determinación de glucano insoluble producido por &.muLa¿u a
diferentes concentraciones de sacarosa.
CANTIDAD DE
AZUCAR<’>
5. mutans ATCC 25175
COJA> PRODUCCION DE GLUCANO
CONTROL 0.01
1% 0.09 +
5% 0.15 ++
10% 0.40 ++
<‘> Sacarosa (96)
<~> COD = valor de D. O corregida
CANTIDAD DE
SACAROSA
PRODUCCION DE GLUCANO DE 5. mutans (a =30)
GRUPO t’> GRUPO Ir> GRUPOIIP>
CONTROL
1%
5%
10%
0%<~’ 0% 0%
10% 20% 20%
30% 60% 40%
70% 80% 60%
Cepas bacterianas procedentes del grupo control de ratas n=10
<~> Cepas bacterianas procedentes del grupo de dieta “1<20W” n=10
<3> Cepas bacterianas del grupo “Fibra Gwar” n=10
<4> Porcentaje de cepas productores de glucano.
LOG UFO/mí
1 2 3 4 5 6 7 8
TIEMPO (HORAS)
CONTROL -± NaF 128 mg!!
Figura 9. Curvo de letalidad de fluoruro sódico (NaF) frente a 5. mutans
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LOG UFO/mí
1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
TIEMPO (HORAS)
CONTROL
—*-- CONTROL DILUCION
—+— NaF 128 mg/I
—9-- FLUOR DILUCION
Figura 10. Efecto de la retirada de fluoruro sódico (NaF) sobre & mutans
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LOG UFC/mI
12
10
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o
TIEMPO (HORAS)
CONTROL (GLUC. 1%)
* GLUC. 1% + NaF CMI
—1— CONTROL (GLUC. 10%)
2- GLUC. 10% + NaF CMI
Figura 11. Efecto del fluoruro sódico (NOF) en el crecimiento de £.mwan&
0 1 2 3 4 5 6 7 8
ATCC 25175 a diferentes concentraciones de azúcar.
Tabla 4. Efecto del fluoruro sódico en la caída de pH de 5. mutans ATCC 25175
a diferentes concentraciones de azúcar
AZUCAR CONCENTRAClON
DE FLUOR
pH INICIAL pH FINAL
GLUCOSA 1% 70 5.0
GLUCOSA 1% 128 mg/L 70 6.5
GLUCOSA 10% 70 4.5
GLUCOSA 10% 128 mg/L 70 6.5
LOG UFO/mí
TIEMPO <HORAS>
CONTROL pH 6.5 ± NaF CMI + pH 6.5
—*-- CONTROL CMI FLUOR
Figura 12. Efecto del fluoruro sódico (NaF) apH 6.5 en el crecimiento de 5
.
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Tabla 5. Efecto de concentraciones subinhibitoñas del fluoruro sódico (NaF) en la
agregación de &rny.w.ns ATCC 25175.
CMI (%) GRADO DE COAGREGA ClON
100 ++
50 ++
25 ++
12.5 ++
6.25 ++
Tabla 6. Efecto de concentraciones subinhibitoñas de fluoruro sódico (NaF) en la
producción de glucano de £ mutans ATCC 23175.
CMI (%) COD PRODUCCION GLUCANO
100 0.02
50 0.13 +
25 015 ++
12.5 0.29 + +
6.25 0.44 + +
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Discusión
6.1. PRUEBAS REALIZADAS CON AZUCARES.
Uno de los objetivos de este trabajo fue evaluar la acidogenicidad que
provocan en el medio varios azúcares; estefenómeno se calculó, midiendo lo caída
de pH que origina cada uno de ellos en un medio inoculado con 5. mutaus y
sometido a condiciones limites de azúcar. Esta curva de pH se ha usado en
anteriores investigaciones para evaluar el potencial cariogénico de dfferentes
carbohidratos (17,258), en este caso utilizando una suspensión bacteriana en fase
logarítmica de crecimiento.
Los resultados del estudio reflejan el importante papel que desempeflan tanto
la glucosa como la sacarosa y fundamentalmente este último en los procesos
patológicos de la boca; por un lado, debido a lo gran capacidad de este
microorganismo parafermentar dichos azúcares, hecho que se muestra con los altos
valores de recuento celular alcanzados, indicadores de un buen crecimiento y por
otro lado, la fuerte acidificación que provocan en el medio, siendo ellos los que
originan el mayor descenso de pH con valores alrededor de 5.0 - 5.2.
Se puede decir que la acidjflcación del medio responde solamente a la acción
de 5. mutans sobre estos azúcares, ya que previamente se agotó el posible almacén
endógeno de polisacáridos intracelulares, mediante pases sucesivos a medio sin
azúcar (258).
Estos valores coinciden con los pH obtenidos por YAMAMOTO y col. 1988
(258), en que tanto un azúcar como el otro daban los pH más bojos en relación con
otros carbohidratos y en cuanto que obtuvieron un pH ligeramente menor con
glucosa que con sacarosa, empleando una suspensión celular de S. mutaus. Dada
la gran afinidad que tiene esta especie por la sacarosa, esperamos que dicho
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sustrato fuera el azúcar más acidogénico, sin embargo la glucosa provocó una
bajada de pH ligeramente mayor.
Otro azúcar usado como fuente de carbonofue la lactosa; sorprendentemente,
los resultados obtenidos con este azúcar sugirieron, que se trata de un sustrato
considerablemente menos acidogénico que otros de los azúcares ensayados.
YAMADA y col. 1980 (256) estudiaron la acidogenicidad que provocaba la lactosa
en la placa dental hwnana usando para talfin un electrodo de pH; comprobaron que
la bajada de pHcomo consecuencia de la fermentación de la lactosa, es menor que
con otros azúcares siendo su pHfinal 6.2, valor muy similar al obtenido en nuestro
ensayo.
Además de los azúcares mencionados, se evaluó como contribuyó a la
acidificación del medio, el aporte de dos polioles: xilitol y sorbitol. Según esta
investigación, la presencia de 1 % de xilitol en el medio de cultivo, provocó una
inhibición del crecimiento de esta bacteria, mientras que con el sorbitol apenas
manifestó crecimiento.
La sensibilidad que man¡fiestan los estreptococos frente al xilitol, se podría
explicar de dos formas. Por un lado, esta inhibición se traduce en una demora por
alcanzar la fase estacionaria de crecimiento y por otra, se ha visto que algunos de
ellos que no pueden alcanzar lafase estacionaria del cultivo control (4,237,214). En
este caso, el cultivo puro de 5. mutans ATCC 25175, no alcanzó la fase
estacionaria del cultivo control durante las 12 horas de estudio en presencia de
xilitol; estos datos coinciden con los de SODERLING y coL, 1989 (215) respecto
de un control de células cultivadas en ausencia de glucosa. Su ensayo mostró una
inhibición celular de aproximadamente un 50 % respecto del control, aunque se ha
visto en otros estudios que en presencia de altas concentraciones de xilitol (5 96) la
inhibición es de un 85 96 (237).
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El mecanismo por el cual se produce este fenómeno tiene lugar, cuando el
xilitol se transporto al interior de la célula mediante una fosfoenolpiruvoto (PEP)
dependiente de un sistema fructosafosfotransferasa (PTS) (8,216). El xilitol-5-P
formado, que es tóxico, es el responsable de la inhibición de la bacteria (4,6,233).
En cuanto al sorbitol, dada su estructura cíclica de 5 átomos de carbono es
extremadamente estable, y la bacteria sólo es capaz de metabolizarlo débilmente.
Esto lleva a que se produzca una bajada mínima de PH en el medio, ya que no
produce apenas acidos luego ambos serán potencialmente menos cario génicos que
otros azucares.
En general, los efectos más importantes que se han demostrado delxilitol en
la flora oral, incluyen un descenso en la cantidad y acidogenicidad de la placa,
cambios en los componentes químicos de la misma y uno reducción en el nivel de S
.
mutaus en píaca y saliva (7,217,250), ya que como se ha visto este poliol inhibe el
crecimiento de esta bacteria que no puede usarlo como sustrato (5,238). Otros
autores han mostrado en estudios llevados a cabo en animales y en el hombre que
el xilitol es anticañogénico y que sus efectos dependen de la dosis y frecuencia de
administración (JO).
Respecto a los resultados obtenidos sobre la acidogenicidad del xilitol y
sorbitol, se vio que ambos producen un descenso de pH en el medio mínimo, lo que
nos permite decir que ambos son poco acidogénicos, en cualquier caso, la caída de
pH con sorbitol y xilitol es siempre menor que con glucosa. Estos datos coinciden
con los hallazgos de HAVENAÁR (108) que trabajó con suspensiones celulares de
S. mutans en medios que contenían sorbitol. Son asimismo comparables con los
obtenidospor BIRKHED (18), quien posteriormente en 1983 (92), estudió efecto del
xilitol y sorbitol sobre laformación de la placa en el hombre, observando que ambos
producen un valor de pH mayor y menor producción de ácidos (192).
Un estudio llevado a cabo por KALFAS y col. 1990 (120) pretendió
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determinar la producción de ácidos del sorbitoly glucosa en suspensiones celulares
de 5. mutans. Para ello analizó los productos metabólicosfinales obtenidos en los
filtros de dicha suspensión; éste reveló en todas las cepas examinadas, laformación
de una cantidad total de ácido menor con sorbitol que con glucosa. Asípor ejemplo,
mientras que la glucosa fermentada daba principalmente ácido láctico, en la
degradación delsorbitol sólo se detectaron bojas concentraciones de este ácido. Por
consiguiente lo composición de productos metabólicos finalesformados a partir del
poliol, se caracteriza porpresentar una menor cantidad de ácidos orgánicosfuertes:
fórmico y láctico.
Finalmente y en relación con los resultados obtenidos se puede destacar la
escasa acidogenicidad que presentan en el medio de cultivo y la inhibición que
originan en el crecimiento de 5. mutans. Esto sugiere la propuesta de considerar a
estos azúcares como agentes preventivos de lo caries ypor tantopodrían servir para
administrarlos en dietas como posibles sustitutos de otros azúcares, ya que al ser
potencialmente menos cariogénicos, crearían situaciones menos patológicas en
relación con el proceso infeccioso de la caries dental.
Se ha visto cuando sometimos el crecimiento de S. mutans a medios
enriquecidos con estos dos azúcares, que tanto la sacarosa como la glucosa permiten
un crecimiento excelente de esta bacteria. No obstante, las concentraciones de
azúcar o que se enfrento dicha especie en el ambiente oral son muy variadas,
dependiendo del consumo de hidratos de carbono; es decir, existen períodos de
aportes ricos en carbohidratos (34) y momentos en que el azúcar se encuentra en
cantidades muy bajas, como es entre comidas.
Con talfin se evaluó, que grado de acidificación alcanzaría el medio cuando
5. mutans crece en situaciones de alta y baja concentración de azúcar. Nuestros
resultados reflejaron cómo el medio que estaba enriquecido con azucar
proporcionaba pH más bojos que cuando éste escaseaba en él.
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La aplicación que sepuede dar a este hecho, es que cuando la bacteria crece
en ambientes pobres en azúcar, lo que hace es degradario por la ruta glicolitica.
formando como principales productos de fermentación ácido fórmico, acético y
etanol que son relativamente menos acidogénicos, alcanzando valores de pH de 5.0 -
5.2; sin embargo noforma ácido láctico a pesar de tener la lactato deshidrogenasa
que es una enzima constitutiva. El no funcionamiento de la misma se debe o que
depende absolutamente de fructosa 1,6 bifosfato para activarse, ya que con niveles
extracelulares bajos de azúcar el depósito intracelular de fructosa 1,6 bifosfato es
demasiado escaso para activarse la enzima.
Sin embargo expuesto a altas concentraciones de azúcar los niveles
intracelulares defructosa 1,6 bifosfato aumentan, esto es lo que motiva la activación
de la lactato deshidrogenasa obteniéndose en éste caso ácido láctico como princ4oal
producto defermentación de esta bacteria. Por tanto, el ácido láctico elaborado por
5. mutans o partir de la glucosa y de la sacarosa provocaría una mayor
acidogenicidad del medio, contribuyendo en mayor medida a una acción
potencialmente más cariogénica sobre el esmalte dental. Según GEDDES (79) y
CARLSSON (33) estefrnómeno observado “in vitro”, puede ser una de los posibles
consecuencias que se dan en el hábitat oral cuando se consumen dietas ricas en
hidratos de carbono con cieno frecuencia.
Una característica crucial de las bacterias cariogénicas es ser acidúricas, es
decir la capacidad de estos microorganismos para fermentar azúcares, crecer y
sobrevivir en un ambiente ácido durante largos períodos de tiempo.
Existen varias situaciones en el hábitatoral que conllevan cambios ambientales
de pH. Sabemos que el pH de la placa dental puede alcanzar un valor de 4.0
durante el metabolismo de carbohidratos ypermanecer a este nivel durante muchas
horas (202), e incluso en fisuras y lesiones cariógenas puede estar expuesta a
valores por debajo de este pH (57). Este descenso del pH ambiental constituye un
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factor que afectaría al metabolismo y crecimiento de 5. mutans, por ello
examinamos la presión selectiva que ejercerían estos cambios de pH.
Vimos anteriormente que este microorganismo es capaz de acidificar el medio
una vez que degrado la fuente hidrocarbonada. Esto se traduce en una lema y
progresiva caída de pH que no perturbo el crecimiento de la bacteria. Sin embargo
en la placa puede suceder, una rápida y drástica reducción dep8 como es, seguido
de un consumo de azúcar en que el pH cae rápidamente alrededor de un pH: 5.0
(222); luego estudiar la capacidad de fermentar azúcares a bajo pH, seda incluso
más importante que la acidificación que provocan en el medio a pH: 7.0.
Por eso determinamos como influye este hecho, por un lado en la capacidad
de S. mutans para crecer en medios con glucosa a diferentes valores de pH y por
otra analizamos el efecto que causaría una calda rápida de pH en la capacidad de
esta bacteria para sobrevivir y desarrollarse.
En el trabajo se empleó un inóculo en fase logarítmica de crecimiento que
sometimos a diferentes pH. La elección de los mismos fue en base a los posibles
valores de pH que se alcanza en boca: en estado de reposo, en estado metabólico
y en caso de una placa dental ácida (115). Según los resultados, el mayor
crecimiento de S. mutaus se consigue a pH 70, seguido del obtenido a pH ácidos
como 5.0y 6.5 y manteniéndose la viabilidad celular en estado latente a pH: 4.0;
sólo se produce un descenso progresivo a pH: 3.0. Comparando los valores de
recuento celular obtenidos en la primeras horas se observa, que el descenso es
progresivo a medido que bojo el pH.
Esto nos hizo suponer que el crecimiento de esta especie no parece ajustarse
a una rápida reducción de pR, es decir la actividad metabólica para degradar el
azúcar se reduce ligeramente en ambientes más ácidos, idea que coincide con los
estudios de KÁLFAS y col. (120). Sin embargo en una situación posterior, aunque
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5. mutaus disminuye su crecimiento después de ser sometido a un stress tal, como
es un cambio brusco a un medio con pH ácido, cuando crece a pH 5.0 y 6.5
rápidamente vuelve a recuperar su crecimiento. Esta recuperación muestra la
capacidad de esta especie para adaptarse a estos valores de pH. No sucede así, a
pH 4.0 en que la viabilidad celular permanece paralizada, aunque ello nos permite
comprobar que aún así es capaz de sobrevivir en un medio sometido a tales
presiones.
Se deduce de estos resultados, que dichos cambios en elpH del medio tienen
un efecto poco negativo sobre 5. mutans, yo que no seproduce una eliminación de
la bacteria, e incluso, en los casos en que se recupera consigue valores
relativamente altos respecto del control, que manifestó el mayor crecimiento.
Por lo tanto los resultados vistos en la figura 8, también observados en
estudios de crecimiento continuo con quemostatos (21), se podrían explicar en base
a la capacidad que muestra 5. mutans para adaptarse a medios donde se producen
fuertes caídas de pH y crecer bajo esas condiciones (218). Por consiguiente, esta
resistencia a la acidez del medio es una característica que le aportaría grandes
ventajas dentro de la comunidad oralfrente a aquellas otras bacterias que no fueran
acidúricas (20). Esto sugiere que en la placa dental sólo las cepas con esta
propiedad serán seleccionadas en ecosistemas ácidos, tales como lesiones cariosas
y fisuras, por el contrario fluctuaciones normales de pH que se produzcan en la
placa no proporcionarán a este microorganismo una ventaja dentro del hábitatoraL
6.2. CAPACIDAD DE AGREGAClON BACTERIANA.
Los mecanismos por los cuales aparece la infección en la boca son múltiples
pero quizás uno de los más importantes sea la capacidad que presentan algunas
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bacterias de agregar entre ellas (84,86), propiedad que les permite una mayor
colonización de las superficies dentales. 5. mutans es el principal microorganismo
implicado en la patogénesis de la cañes dental y el estudio de su posible
coagregoción con otras especies seria de gran importancia para un mayor
conocimiento del origen de dicha infección (50).
Con talmotivo, este estudio evaluó la coagregación que existe entre 5. mutans
ATCC 25175 y otras bacterias orales. Las especies bacterianas que se ensayamos
procedían de individuos con infecciones orales (endodontitis, peñodontitis)
pertenecientes a varios géneros como: Bacteroides, Fusobacteñum, Lactobacillus
,
Actinomvces, otros estreptococos..., con el fin de observar el comportamiento de
asociación bacteriana que man<fiesta nuestra especie control en relación con varios
de los microorganismos existentes en el ecosistema oral.
En los resultados de este ensayo encontramos que 5. mutaus coagrega
fuertemente con Actinomvces odontolvticus, Veillonella alcalescens, y algunas
especies del género Bacteroides. Autores como CISAR y col. (37) establecieron que
existía uno coagregación positiva entre algunas cepas de 5. mutans y Actinomvces
j,pp,• posteriormente, KOLENBR.4NDER y col. 1983 (134) realizando estudios de
agregaciones bacterianas entre ambas especies, llegaron a la misma conclusión
(136).
Si valoramos las consecuencias que pueden derivar de las agregaciones
encontradas entre estas especies, veríamos que la posibilidad de 5. mutans para
coagregar con Veillonella alcalescens podría jugar un importante papel en lo
etiología de la placa dental y en particular en la etiología de la caries; esta bacteria
que se encuentra invariablemente en boca y con frecuencia en gran cantidad. no
puede metabolizar los carbohidratos y utiliza como fuente de energía metabolitos
intermedios tales con el ácido láctico (167). Autores como MIKX (172) y
posteriormente VAN DER HOEVEN en 1978 (240), demostraron en estudios de
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cultivos continuos mixtos con ambas bacterias que el ácido láctico generado durante
el metabolismo de los carbohidratos por 5. mutoas (esta especie produce
predominantemente lactato cuando está en presencia de un exceso de glucosa) era
utilizado por Veillonella alcalescens para formar ácidos débiles tales como acético
y propionato. Otros trabajos llevados a cabo por MIKX (172) le permitieron
explicar, que mezclas de ambas especies inoculadas en ratasgnotobióticas causaban
menos caries que aquellas infectadas sólo por 5. mutans
.
La unión de algunas especies de Bacteroides a 5. mutans, según hemos visto
en el ensayo podría favorecer la continuidad de la infección dental, mediante la
unión de especies de escasa adhesividad a otras de alta, como es el caso de 5
mutans. Así algunas especies bacterianas incluidas en este estudio como
StreDtococcus son, Veillonella y Actinomvces, se caracterizan porque colonizan la
cavidad oral en estadios tempranos y la unión de Bacteroides a algunos de ellos,
podría ser responsable de la retención en la cavidad oral. KOLENBRANDER y
coL, 1985 (135) sugirió que P. loescheii podía actuar como puente en la
coagregación de múltiples especies bacterianas como 5. sanguis, 5. mitis
,
Lactobacillus casei, Actinomvces..
En nuestro estudio, dentro del grupo de bacilos gram negativos, dos especies
tienen la capacidad de coagregar con 5. mutans, que son P. loescheii y B
intermedius. Estos hallazgos con P. loescheii están de acuerdo con los resultados
obtenidos en estudios similares de VAN WINHELHOFF y col. 1983 (246) y EKE
y col. 1989 (63).
Frente a 5. mutans también resultó positiva la coagregación con
Fusobacteñum nucleotum, aunque en este caso la asociación existente era muy débil,
es decir, según el criterio seguido observamos la formación de agregados pequeños
y unifonnes en suspensión.
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6.3. CAPACIDAD DE ADHESION.
La formación de placa bacteriana dental es un requisito indispensable en la
aparición de la caries dental y para desorrollarse dicha placa es fundamental el
proceso de adhesión microbiana (87). Intervienen en el mecanismo adhesivo diversos
elementos bacterianos y de la cavidad oral, aunque el factor etiológico
imprescindible es el establecimiento microbiano mediante el proceso de adhesión
(176).
Así pues, dado la importancia que supone la producción de polisacáridos
extracelulares como posible mecanismo de adherencia en el desarrollo de lo placa
dental y consecuentemente en el inicio de la caries, se propuso estudiar “in vitro”
la capacidad adhesiva de 5. mutans mediante la determinación de la producción de
“slime” ó capacidad de producir sustancio mucoide y la cantidad de glucano
producido, empleando para ello dos técnicos diferentes.
Se han utilizado varias pruebas para estudiar la adhesión bacteriana “in
vitro ti; la técnica que empleamos en esta investigación fue la de CHRISTENSEN y
col. (48) utilizada por este autorpara Pseudomonas sv. Modificamos este test en dos
aspectos con el fin de obtener mejores resultados. El medio de cultivo normalmente
utilizado en este ensayo, lo cambiamospor caldo Wilkins-Chalgren ya que conseguía
un mejor crecimiento de la bacteria, así mismo sustituimos el colorante safraninapor
violeta genciana, ya que tenía mejory daba una respuesta más evidente.
Normalmente estas técnicas para evaluar capacidad de adherencia, en su
mayoría se aplican empleando cepas standard de laboratorio, sin embargo se ha
mencionado la posibilidad de que dichas cepas tengan unas propiedades adhesivas
diferentes de las que tendrían estas mismas bacterias “un vivo” este fue uno de los
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motivos que llevó a estudiar la capacidad adhesiva de este microorganismo 5
.
mutans ATCC 25175 y además examinamos otro grupo de cepas de esta mismo
especie procedentes de la salivo de ratas Wistar utilizadas en nuestro modelo animal,
que se verían afectadas por los tratamientos a quefueron sometidos en sus dietas.
De los resultados obtenidos mediante esta técnica dedujimos por un lado, que
el tiempo de incubación óptimo necesario para conseguir una mayor adhesión TMin
vitro ‘a, es de 48 horas en 5. mutans y de 24 horas para Lactobacillus sD. CASAS
y col. 1989 (36) encontraron datos similares a éstos, al estudiar la adhesión de
varios microorganismos orales al esmalte y otros materiales de aso odontológico.
Además mediante ambas técnicas comprobamos que 5. mutaus ATCC 25175
presenta una gran capacidad adhesiva. Según la mayoría de los estudios, el
principal mecanismo de adhesión en esta especie es debido a la sintesis de
polisacáridos extracelulares del tipo mutanos y dextranos y en menor grado del tipo
fructanos (9). Así de las 30 cepas examinadas, la mayoría presentaron una elevada
capacidad para producir “slime ‘a.
Resulta curioso ver cómo, cuando se pone a incubar el inóculo en un caldo
cuyo sustrato azucarado es la sacarosa, la producción de mucopolisacáridos se
manWesta como una capo compacto que se dispone en la base yparedes del matraz,
y que no se desprende ni tan siquiera al agitar el medio.
También valoramos esta propiedad, con cepas de Lactobacillus sim. y
comprobamos que al contrario de lo que ocurre con 5. mutans, la capacidad
adhesiva paro esta bacteria es menor, ya que en 70% de los casos, no se detectó la
presencia de polisacáridos extracelulares. Estos datos concuerdan con los ofrecidos
por numerosos autores que consideran que las bacterias del gen. Lactobacillus tienen
poco poder de adherencia lo que podría estar en relación con su poco capacidad
para producir PSE (87). La baja afinidad de estos microorganismos por las
superficies dentales explicaría que su asociación con lesiones cariosas se debe
152
Discusión
fundamentalmente a la posibilidad de ser “atrapados” deforma pasiva en la matriz
de la placa ó a ser retenidos de forma mecánica en surcos y fisuras (26).
Pese a que algunos trabajos experimentales demuestran el papel de otras
cepas, además de 5. mutans en el comienzo de la caries (87), probablemente su
intervención en estos procesos, esté más en relación con un poder invasivo
secundario (150), encontrándose con frecuencia en el frente de avance de lesiones
cariógenas y en las infecciones de canales radiculares, como es el caso del gen.
Lactobacillus 5D
.
La formación de glucanos insolubles en agua a partir de sacarosa es el
principal factor determinante de la adhesión de 5. mutaus a las superficies lisas.
Para determinar las cepas productoras de glucano, se eligió el ensayo de GHIONE
y coL 1985 (83) y descubrimos que la cantidad de glucano que puede sintetizar esta
bacteria, iba aumentando a medida que aumentaba la concentración de la sacarosa.
Incluso a concentraciones de azúcar tan bajas como es 1% de se detectó fácilmente
el glucano sintetizado por la bacteria. Investigaciones realizadas por GHIONE y
col. le llevaron a conclusiones similares. En base a esto podemos decir que la
producción de glucano depende de la concentración de sacarosa en el medio de
cultivo.
En relación con los estreptococos aislados de las muestras orales de ratas
Wistar pertenecientes a 5. mutans, también se vio que eran capaces de producir
glucano, aumentando éste a medida que lo hacia la concentración de sacarosa. Hay
que recordar que algunas de las cepas ensayadas proceden de la salivo de ratas
sometidas a dietas ricas en sacarosa, y esto nos hacepensar que el microorganismo
dispone de un almacén rico enpolisacañdos intracelulares. Al evaluar la producción
de polisacáridos, respecto de Lactobacillus sD. vimos que apenas se detectaba
glucano, luego al contrario que con 5. mutans podemos considerar a este
microorganismo como mal productor de glucano.
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Los datos obtenidos se consiguieron a partir de cepas que habían sufrido
subcultivos repetidos en WC sin sacarosa, llevados a cobo antes del test ya que si
las bacterias sufrían subcultivos en medios con sacarosa, los resultados podían
modificarse al interferir la posible reserva de polisocaridos intracelulares.
Se ha visto que la capacidad de adherencia, mediada por la producción de
PSE representa ventajas para la bacteria, ya que la presencia de sacarosa favorece
la colonización de superficies dentales y además podría jugar un papel importante
en la microbiología oral> habida cuenta que un alto grado de adherencia permitiría
que la bacteria resistiera mejor el efecto de eliminación causado por elfenómeno de
aclaramiento salivar Podemos considerar que en todo este proceso la sacarosa es
el principal sustrato promotor del desencadenamiento de estas reacciones.
Finalmente podemos decir que esta característica y la capacidad de
coagregación con otras bacterias son dos factores de gran relevancia en la
formación de la placa dental; esto implica que en el proceso cañogénico exista una
adhesión directa al diente, además de una de tipo intermicrobiano.
6.4. ACTIVIDAD MICROBIOLOGICA DEL FLUOR.
El flúor se ha utilizado en numerosas ocasiones como tratamiento preventivo
de la caries dental, aunque pocas investigaciones se han realizado acerca del efecto
antibacteriano que ejerce sobre algunos microorganismos y en especial su actividad
frente a 5. mutaus como representante etiológico de dicha infección.
Precisamente por ello, uno de los objetivos del estudio fue analizar la acción
antimicrobiana delflúor sobre esta bacteria ypara ello, primeramente se determinó
el valor de la CMI delflúor, en forma de fluoruro sódico frente a un cultivo puro
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de 8. mutans ATCC 25175. Obtuvimos inhibición del crecimiento en presencia de
unos niveles de flúor muy altos, siendo el valor de CMI para esta cepa de ¡28 mg/l.
El valor de CMB es 4096 mg/l., es decir 32 veces mayor que el valor de la CML
condición que establece DANKKERT y col. (52), para que un estreptococo sea
tolerante, es decir que el antimicrobiano inhibo el crecimiento pero no mote a la
bacteña.
Estos valores guardan cierta correlación con aquellos encontrados por KAY
Y WJLSON, 1988 (123), quienes obtuvieron un valor medio de CMl con compuestos
de flúor de 260 mg/l frente a cultivo puros de 40 cepas bacterianas, eliminando el
100% de estas con un valor de CMI de 1040 mg/l, mientras que otros autores como
BULLOCR, 1989 (26) evaluaron efecto antibacteriano del flúor, frente a cepas
procedentes de placa subgingival, encontrando un intervalo de valores de CMI de
130-1040 mg/l, con un valor medio de 260 mg/l que producía un 97.5% de
inhibición siendo el valor medio de CMI para 5. mutans NCTC 10449 de 512 mg/l.
Estudiada la acción delflúor en función del tiempo los resultados mostraron
que a la concentración de CMI se produce una inhibición en el crecimiento de la
bacteria, alcanzando a las primeras horas de aposición del flúor un rápido
descenso. Sin embargo es evidente, que se produce una supervivencia de mutans
en el cultivo como consecuencia de que una vez elflúor es eliminado del medio éste
se recupero nuevamente alcanzando un elevado valor de recuento que nos indica el
efecto bacteriostático que ejerce este antimicrobiano sobre 5. mutaus
.
Algunos autores han comprobado que 5. mutans es capaz de adaptar su
crecimiento en presencia de flúor, según se ha visto en otros estudios realizados “fn
vitro” (100,162), e incluso con altos niveles de flúor como es con aplicaciones
tópicas en estudios “in vivo” (24). Así mismo se ha demostrado en varias ocasiones
una adaptación de la bacteria al flúor en experimentos realizados ‘Vn vúro” y que
generalmente ésta esfenotípica, es decir la bacteria pierde su resistencia después de
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eliminar elflúor de medio (100,223).
Una vez comprobada la actividad antimicrobiana del flúor frente a este
microorganismo, se evaluó el efecto que ejercen sobre la acción de este
antimicrobiano dosfactores quese dan en procesos cariogénicos, como es la bajada
de pH del medio y el acúmulo de concentraciones altas de azúcares (257).
Estudiado el efecto delflúor en asociación con altas concentraciones de azúcar
ftO%), se observó que al medir el pH del medio cuando éste contiene el flúor,
apenas experimentaba cambio alguno frente a un pH inicial de 7.0; se produjo una
bajada a 6.5 mientras que el control libre de flúor descendió a 4.5, luego el flúor
inhibe la producción continua de ácidos a partir de azúcares.
Este descenso de la acidez del medio, lo han explicado algunos autores como
la acción delflúor cuyo mecanismo de actuación es inhibir la glicolisis, es decir éste
actúa sobre la enzima enolasa, lo cual hace que inhiba el proceso de fermentación
de los azúcares y por tanto elimina la capacidad de las células paraproducir ácidos
a partir de glucosa y sacarosa. Otros autores también proponen que la acción del
flúor disminuye el crecimiento de esta bacteria como resultado de un descenso en la
biosintesis ó en la captación del sustrajo, es decir inhibe indirectamente el transporte
de azúcar al reducir la capacidad de PEPpor las PTS conductoras de carbohidratos
(243).
Podemos decir que cuando se administran azúcares tales como glucosa y
sacarosa, aumenta el recuento bacteriano de 5. mutans y se provoca una gran
bajada del pH, generado por el metabolismo de estos carbohidratos, sin embargo
cuando se administra flúor éste reduce el crecimiento celular de S. mutans y cesa
la producción de ácidos.
Al enfrentar 5. mutans a medios con varios pH ácidos unido a una
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concentración de flúor de 128 mg/l se vio, que ambos factores ejercen una acción
antimicrobiana sobre esta especie; se comprobó además como hecho interesante que
el flúor es un inhibidor más fuerte a pH bajos respecto del control ya que la
combinación de ambos factores provoca una inhibición del crecimiento bacteriano
y de lo acidez del medio mayor que cuando cada una de estas condiciones se evalúan
individualmente respecto de sus controles. Estos resultados concuerdan con
IZ4GUIRRE 1989, (114) quién comprobó como el descenso celular se favorecía
cuando el flúor se administraba en medios con pH bojo.
Hasta hace poco se creía que PEP-PTS era el único sistema que operaba en
las bacterias orales para el transpone de carbohidratos. Sin embargo estudios
recientes sugieren que existe un sistema de transpone alternativo que operaría
principalmente a valores bojos de pH (247). Además a pH intracelulares bajos
podrían inhibirse otras enzimas glicoliticas que disminuyera la bajada de pH de la
especie (60).
Consideramos de particular interés que la acción bacteriostática delflúor se
vea influida por el pH del medio, idea que concuerda con los resultados de
IIAMILTON Y ELLWOOD 1978 (98) y posteriormente de IZAGUIRRE 1989 (114)
quienes vieron que la inhibición de la producción de ácidos dependía del pH
trabajando con la cepa £ mutans Ingbritt <82). El flúor puede actuar como un
conductor de protones transmenbrana y de esta forma incrementar la sensibilidad
celular al ácido (15,61) e inhibir la captación de glucosa(56). La glicolisis parece
detenerse a un pH que depende de la habilidad de la célula para mantener el pH
intracelular que apoyaría la actividadglicolitica; como se ha visto en los resultados,
el flúor puede comprometer esa capacidad (173).
La tolerancia de S. mutans a ácidos (100) y su capacidad para adaptar su
sistema glicolitico en estas situaciones de pH bojo (100) podía ser un factor
ecológico clave para este microorganismo en ciertos hábitat de la superficie del
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diente.
Según se ha visto en este trabajo aunque la actividad metabólica de 5. mutans
se detiene cuando crece en ambientes ácidos con flúor, posteriormente se recupera
en medio libre de este agente (24).
En muchos ecosistemas naturales pueden darse bajadas de pH durante conos
períodos de tiempo queproporcionen unafuerte presión selectiva, un ejemplo de una
situación así se puede dar en ausencia de saliva (23) ó con el aporte de fuentes
exógenas tales como ciertas comidas ricas en hidratos de carbono ó bebidas como
(jugo de zumo defrutas cuyopH es 2.8-3.0, de manzana pH: 2.9-3.3 ),~ sin embargo
5. mutansfrente a estos ambientes ácidos que tienden a eliminar a otras bacterias,
ella es capaz de desarrollarse.
Además en este estudio se ha observado que el flúor o concentraciones
subinhibitoñas aumenta la producción de glucano, luego la adherencia mediadapor
polimeros extracelulares no es inhibida a estos valores de flúor.
En relación con estos datos, SHJMURA Y ONJS? (211), llegaron a la
conclusión de que el flúor inhibe la formación de polisacáridos extracelulares
insolubles en agua de £...rngjp,.ns no afectando la síntesis de polimeros solubles en
agua. Sin embargo otro autor como TREASURE, 1981 (234) mostró que la
formación de ‘aslime” aumentaba en presencia de flúor cuando la concentración de
éste es 53 mg/l, produciéndose un aumento tanto de los polimeros solubles en agua
como de polimeros de glucano. Esta idea también esta de acuerdo con los datos
obtenidos por GRIONEy col. 1985 (83).
A la visto de los resultados encontrados, éstos indican que la acción
antibacteriana delflúor que a concentraciones subinhibitorias inducen a la bacteria
a producir glucano constituye un hecho que tiende a favorecer la adhesión de la
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bacteria a la superficie del diente (242).
Analizados los resultados obtenidos sobre el efecto delflúor en la agregación
de 5. mutans con otras especies bacterianas se deduce que concentraciones
subiMibitorias deflúor no afectan a la agregación, a diferencia de las observaciones
de GHIONE (83) quién averiguó que a estos valores el flúor es capaz de inducir un
aumento en la agregación entre especies, aunque especifico que el grado de
asociación depende de la cepa y de la concentración de azúcar.
Finalmente podemos decir que después de estudiar “in vitro” el efecto directo
que causa este agente antimicrobiano frente a S. mutans como bacteria implicada
en la génesis de la caries dental, los resultados obtenidos muestran que el flúor
provoca lo inhibición de esta especie a altas concentraciones aunque no es
bactericida y además, actúa inhibiendo la producción de ácidos.
A pesar de los resultados que se han aportado, hay que tener en cuenta que
este tipo de infección de naturaleza polimicrobiana, incluye un enorme y variado
número de bacterias muchas de las cuales intervienen como patógenos potenciales;
esto hace suponer que investigaciones ‘Vn vitro” con cultivospuros no seria del todo
suficiente porque no permitida ver la eficacia real de este agente en las condiciones
que se dan “un vivos. Este se vería afectada por una serie de factores como es su
degradación por una o más especies en una población mixta, posible neutralización
por los componentes bacterianos de la placa ó componentes producidos “in vivo” y
no “un vitro ‘a...
El estudio “in ‘a nos aporta conocimientos sobre el modo de actuación de
algunos de los parámetros presentes en el ecosistema oral como es la influencia de
azúcares de la dieta, acidez del medio, altas concentraciones de azúcares, efecto del
flúor en el crecimiento de £suyians, sin embargo éste tiene sus limitaciones ya que
trabajamos con células en suspensión, mientras que la placa dental es un “biofllm
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en crecimiento que interacciono con el esmalte y en consecuencia, el comportamiento
de la bacteria dentro de tal filtro puede diferenciarse del que observamos en un
cultivo liquido homogéneo. Las bacterias dentro de la placa pueden cesar su
metabolismo bajo determinadas condiciones de “stress “, aunque pueden permanecer
en su hábitat fisicamente protegidas por otras células de la comunidad. Todo esto
nos llevó a desarrollar un estudio en un modelo animal.
6.5 MODELO ANiMAL.
La creación de este modelo experimental pretendía conseguir un proceso de
naturaleza cariogénica en la boca del animal, en el cual se dieran conjuntamente
todos los parámetros estudiados individualmente “iii vitro “frente a 5. mutans. Esto
nos exigía la elección de un modelo animal adecuado, así como la administración
de unas dietas presumiblemente cañogénicas que indujeran talproceso.
Como estableció BOWEN (19),para comprender la etiología de la enfermedad
y obtener un método efectivopara suprevención, se necesita un modelo animal bien
definido. Según esto, elegimos ratas macho variedad Wistar albina por presentar
importantes cualidades como es su gran docilidad, fácil manejo, buena taso de
crecimiento puesto que tienen un tiempo de gestación corto (21 días), y además una
alta longevidad, que hace de esta rata un modelo interesante paro estudios
experimentales a largo píazo, en nuestro caso tratamientos que se prolongaron
durante 3 meses. Además hay que tener en cuenta que es una de las cepas más
antiguas utilizadas en el laboratorio, y que todas las disciplinas de la investigación
médica la han incluido en sus protocolos.
Cumple sobre todo, unacaracterística importante relacionada con sus dientes.
Estos, como lugar clave en el proceso infeccioso presentan gran similitud con los del
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hombre, en cuanto que poseen superficies dentales fisuradas y lisos a diferencia de
otros roedores como el hámster, cuyos dientes están esencialmente libres defisuras
(124). En relación con el efecto patológico de la sacarosa y la acción retentiva de
S. mutans es importante que el modelo elegido guarde la mayor similitud posible
con la situación realy más, sise trata de un experimento implicado en la prevención
de la caries. No se incluyeron en el estudio las hembras, debido a las variables que
pudieran generarse por influencia hormonal.
Las dietas que suministramos al animal, las elegimos porque contienen un
elevado porcentaje de hidratos de carbono. La dieta “1<2000” ha sido ampliamente
utilizada en la creación de modelos animales para el estudio de caries (127), sin
embargo no ha sucedido así con la adición de ‘fibra Gwar” a dietas azucaradas, la
cual seleccionamos por ser un hidrato de carbono no fermentable que es altamente
pegajoso cuando se humedece, de esta manera se asemejaría más al efecto producido
por la mezcla de sacarosa y de almidones procedentes de diversos tipos de vegetales
y que aparecen frecuentemente en la alimentación (72, 74).
Basándonos en la efectividad que ejerce la sacarosafrente a S. mutons (datos
“in vitro ‘3 en comparación con otros azúcares como es mayor adherencia, buen
crecimiento y gran bajada delpHdel medio, seleccionamospara este modelo dietas
en cuya composición estuviera este azucar en un alto porcentaje. Según vados
estudios, los recuentos de esta especie eran más elevados en dietas con sacarosa que
aquellas con glucosa en la placa dental. El efecto potente de la sacarosa está
relacionado con la síntesis de glucanos que se requiere para lo formación tenaz de
placa. Estas ventajas colocan a 5. mutans en una situación privilegiada para crecer
y establecerse en la zona.
La mayoría de los autores no han descrito ninguna alteración en el estado
nutricional e inmunológico de los animales tratados con estos tipos de dietas. Sin
embargo, se ha sugerido en algunos trabajos, que la dieta “1<2000” podía reducir
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el crecimiento corporal de los animales debido a un posible estado de
subolimenzación que influiría en una reducción del peso de las glándulas salivares
y en el volumen de la solivo. Esto daría lugar a un incremento en la susceptibilidad
a la cañes, lo que inhabilitaría esta dieta como modelo para estudios sobre
cañogenicidad.
Estas afirmaciones se han basado preferentemente en lo comparación delpeso
de los animales estudiados y parece deberse a la pauta de alimentación que
utilizaron (cantidad de alimentos y frecuencia de alimentación) (74), puesto que
algunos estudios que han evaluado esta posibilidadhan demostrado que los animales
alimentados con dieta “1<2000”, cuando ésta se suministra “ad libitum “, no presenta
ningún problema nutricional (59,1 77). Otros autores en experimentos realizados
comparando la dieta ‘7<2000” frente a diversas dietas suministradas con sondo
gástrica, restan importancia al papel de la dieta en la producción de caries,
indicando que la etiología de esta infección es principalmente el resultado de la
interacción local entre las bacteriasy la dieta sobre una superficie dental susceptible
(19).
En este estudio, el aporte de estas dietas “ad libitum” no supuso alteración
alguna en el peso del animal, como se comprobó a lo largo de los dos controles
periódicos, durante los cuales el peso estaba dentro de unos intervalos fisiológicos
normales. Los resultados muestran un aumento de peso, lo cual indica que el animal
consume bien la dieta administrada y que estos cambios en la dieta no afectan a su
normal crecimiento y desarrollo, ya que todas las ratas gozan de buena salud. Se
trata pues, de dietas aptas como opone alimenticio.
Pese a haber obtenido en nuestros resultados experimentales un crecimiento
normal, preferimos realizar un estudio que comparase toda una serie de parámetros
bioquímicos relacionados con el estado de salud general del animal (datos no
mostrados). Comprobamos no sólo el que las dietas no influyen ostensiblemente en
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dicho estado, sino también que los distintos tipos de tratamientos realizados a las
concentraciones usadas de flúor, que posteriormente discutiremos, tampoco le
afectaban considerablemente.
6.6. EXAMEN MICROBIOLOGICO Y TECNICA DE PROCESAMIENTO.
El llevar acabo un examen microbiológico en la boca delanimal, nos permitió
evaluar el efecto que causa el aporte de dietas ricas en hidratos de carbono sobre
importantes microorganismos. Las bacterias elegidas en nuestra investigación fueron
dos microorganismos estrechamente relacionados con la caries, que son
Strentococcus mutans y Lactobacillussrm. Los recuentos obtenidos de 5. mutaus en
las muestras de salivo servirían para evaluar, por un lado la influencia de dietas
ricas en hidratos de carbono sobre su desarrollo en el hábitat oral, así como la
acción antimicrobiana delflúor, y por otro lado para establecer la posible relación
existente con la incidencia de caries, ya que se considera el agente etiológico
principal implicado en el desarrollo de caries dental sobre el que hemos centrado
nuestra investigación. Además valoramos los recuentos de Lactobacillus son para
comparar la respuesta de ambos microorganismos.
Es de suma importancia conseguir aislar la bacteria de su hábitat, para lo
cual elegimos muestras de salivo (147), por dos motivosprincipalmente: uno porque
es elfluido que bono toda la superficie dental, luego es el principal reservoño para
detectar estos microorganismos y además porque numerosos autores han utilizado
esta muestra para estudios de caries, dado el elevado número de 5. mutoas y
Lactobacillus son que contiene (78), es más, la salivo se toma como muestra en
individuos confactor de riesgo para realizar los tests de control de caries (207).
Otroprocedimiento usado a menudo en estimaciones de grado de infección por
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5. mutoas, es tomar muestra de placa dental que determina la forma localizada
según la cual esta bacteria colonizo los dientes, pero esto no formaba parte de
nuestro estudio. Las muestras de placa de diferentes dientes pueden mostrar muy
diferentes variaciones en sus contenidos bacterianos, mientras que un recuento
general nos permite conocer la existencia de 5. mutans en boca. No nos interesó
tanto en un principio, la localización en el diente como el poder detectar la
presencia de 5. mutans
.
Las muestras de saliva se recogieron a la misma hora, según los días de
muestreo para cometer el menor errorposible, aunque según MATEE, en un estudio
epidemiológico que realizó en hwnanos dijo que no había diferencias en el recuento
de 5. mutans a partir de muestras de salivo, entre mañana y tarde (166).
Se considera másfiable la muestra cuando se da a mascar parafina, ya que
estofavorece la liberación de bacterias de los dientes, sin embargo fue imposible de
realizar en nuestro modelo animal.
Medimos elpH salivar y obtuvimos una media de pH: 8.0 - 8.5, valor que no
concuerda con este ambiente que se supone es altamente ácido; probablemente el
resultado obtenido se debo a que no se midió el pH en cada diente, sino que se
valoró a partir de la salivo, fluido que por si mismo actúa como tampón
neutralizando la bajada de pH (77).
Con elfin de obtener el recuento celular de 5. mutans durante el seguimiento
de este modelo experimental, necesitamos buscar uno técnica de procesamiento de
muestro e ident<ficación fiable que diese buenos resultados, considerando como
posibles errores del método, las variaciones en el número de bacterias con el tiempo
y el medio de cultivo.
Nuestra idea era asegurar la capacidad de recuperación de este
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microorganismo, ya que esta especie se caracteriza porprecisar de unas condiciones
muy específicas para poder desarrollarse. Esto nos planteó graves problemas que
nos llevaron a hacer estudios comparativos de medios y ambientes favorables para
su crecimiento, como vimos en el estudio “in vitro”. Se trata de una bacteria dilicil
de recuperar de la muestra si no empleamos un medio muy selectivo, y además tiene
el inconveniente de que muto con gran facilidad, adquiriendo estados morfológicos
muy diversos.
Realizamos los primeros ensayos preliminares con el grupo control y asamos
2 medios selectivos para el aislamiento de 5. mutans de las muestras: el agar MSB
(89) el cual es usado en la mayoría de los laboratorios y Mitis salivañus. Los
resultados que encontramos mostraron que en MS se recuperaban más colonias de
5. mutaus que en MSB, y que es medianamente selectivo, porque crecen otras
especies además de este microorganismo.
Comparando placas de ambos medios, aparecieron algunas de MS con
crecimiento y otras de MSB incubadas con la misma muestro, sin él. Es posible que
la explicación radique en que algunas ratas tuvieran este microorganismo en un
número tan bojo que no eran detectadas en la muestra de salivo si no se empleaba
un buen medio de cultivo, o también pudiera ser que algunos animales tuvieran
cepas de 5. mutans que no crecen óptimamente en el medio MSB. Según LITTLE
y col. (149) este medio es más inhibitorio y no permite el crecimiento de
determinadas cepas dando por tanto recuentos más bajos.
Otros autores sin embargo, opinan que MSB es un medio altamente selectivo,
en el cual crecen pocas o ninguna otra especie, además de 5. mutans y que
desarrolla colonias más grandes y consistentes, idea que coincide con nuestros
resultados. En desacuerdo con todos, DUCHIN y VAN HOUTE (58) encontraron
que ambos medios son equivalentes.
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Según nuestros experimentos, MS recuperó mayor número de colonias de 5
.
mutaus (224), aunque MSB permitió un mejor crecimiento de la bacteria. Este hecho
hizo que eligiéramos MS como medio de cultivo para el estudio porque detectaba
mejor la presencia de este microorganismo en la muestra, que es lo que fuimos
buscando. En cuanto al crecimiento de otras especies en MS se solucionó, al
diferenciarlas por estudio morfológico de las colonias bajo microscopio, a pesar de
que de esta manera se hizo más costoso.
Aislamos ambos microorganismos en número elevado de la casi totalidad de
los animales experimentados. Esta frecuencia tan alta de aislamiento, se puede
aplicar en parte por el uso de un medio de cultivo que daba buenos resultados, MS
y por otra, gracias al uso de una técnica muy sensible, el método de la microp¡~eta.
Se utilizó, ya que según WESTERGREN y KRASSE <251), este método está
diseñado para detectar niveles bajos de 5. mutans en saliva (en algún tratamiento
obtuvimos entre 40-100 ufc/ml) y es muy eficiente para aislamiento en medios con
agar.
Analizados los datos microbiológicos obtenidos con ambas dietas pudimos
comprobar que S. mutans crece independientemente de las dietas suplementadas con
hidratos de carbono, aunque los niveles alcanzados por esta bacteria en las ratas
control son mucho más bojos, de lo cual se deduce que es una especie integrante de
la flora natural de la boca; además que las ratas sometidas a dieta “1<2000” y
“Fibra Gwar” con un alto contenido en sacarosa y en panicular la dieta “1<2000”
con un 56% de este azúcar, soportan recuentos más altos que el control (30).
Estas dietas ricas en hidratos de carbono provocan un considerable aumento
de esta especie bacteriana, probablemente por la alta cantidad de sacarosa que
tienen. Este azúcar es el principal sustrajo de este microorganismo por el que tiene
gran afinidad y facilidad para metabolizar, degrandándolo por vía glicolítica y
produciendo ácidos que libero al medio (163). En el experimento ‘Vn vitro” también
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mostramos que S. mutans metaboliza fuertemente este sustrajo, resultando ser el
azúcar que más bojo el pH del medio y con el que se obtiene un mayor crecimiento.
La relación obtenida entre dietas ricas en hidratos de carbono y niveles de 5
.
mutoas en saliva, viene a estar de acuerdo con el trabajo de KRISTOFFERSON y
BIRKKRD ~41), quienes observaron que se producía una disminución de este
microorganismo en boca cuando disminuían los azúcares en la dieta, según un
estudio que abarcó un período de 6 semanas.
Estadisticamente se comprobó que las diferencias encontradas en el recuento
de 5. mutans obtenido con la dieta “1<2000” y “Fibra Gwar” respecto del control
son muy sign<flcativas con una p < aoooos y p < 0.01 respectivamente. Así
mismo, entre ambas dietas los niveles de 5. mutans son también significativamente
mayores en la dieta “1<2000 ‘a con una p < 0.05, debiéndose quizás esta pequeña
diferencia a que la dieta “1<2000” contiene una concentración de sacarosa
ligeramente mayor, lo que supondría mayor elaboración de polímeros extracelulares
e intracelulares a partir de la sacarosa que utilizaría este microorganismo en su
crecimiento y adherencia al esmalte dental.
Se esperaba que la adición de ‘fibra Gwar” a una dieta rica eñ sacarosa
mostrara mayores recuentos de 5. mutans en salivo, ya que segúh medidas
realizadas “in vivo” por otros autores (72) su aporte conduce a una mayor y más
duradera disminución delpH de la placa dental que la misma cantidad de sacarosa
como control. Además la “fibra Gwar” es muy adherente a nivel de las superficies
dentales, lo que permitiría un mayor tiempo de permanencia de la sacarosa en
contacto con los dientes. Esta pequeña diferencia entre ambas dietas podría deberse
a que la dieta ‘fibra Gwar” al ser altamente pegajosa cuando se humedece puede
que favorezca el flujo salivar awnentando la capacidad buifer de la salivo lo que
eliminaría la acidez del medio provocada por la degradación de la sacarosa.
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En relación con Lactobacillus so, según los datos del control vemos que
aparecen niveles altos de este género bacteriano en el medio oral; si comparamos
ambas dietas con el control, el recuento alcanzado en todos los casos es áimilar, no
encontrándonos desde el punto de vista estadístico diferencias sign<ficativas entre
ellos o respecto del control. Por ello, deducimos que estas dietas presuntamente
cañógenas nofavorecen especialmente el desarrollo de este microorganismo, aunque
a los 90 días, si produce un pequeño aumento, estadísticamente sign<ficativo con la
dieta “Fibra Gwar” (p <0.05). Según varios estudios la intervención de este
microorganismo en estos procesos, está más en relación con un poder de invasión
secundario, encontrándose con frecuencia en el frente de avance de lesiones
cariogénicas dada su capacidad de resistencias a medios ácidos (66).
Generalmente la administración de estas dietas se asocio con la inoculación
al animal de bacterias cariógenas, preferentemente 5. mutoas, con lo que se
consigue una alta producción de cañes. El que en este trabajo no procediéramos a
inocular ninguna bacteria se debe a que intentamos crear un modelo de caries en sus
estados iniciales o intermedios, someterlo a factores presumiblemente cariógenos,
como dietas con alta concentración de azúcar y aplicar entonces tratamientos de
flúor, con el fin de estudiar la eficacia de éste sobre el desarrollo de 5. mutans y
la incidencia de caries cuando lo administramos conjuntamente con la dieta (187);
así veríamos el papel que desempeña esta especie, en un modelo ‘Vn vivo” que
englobo a los principales factores potencialmente cañógenos. Esto está más de
acuerdo con un modelo preventivo que un modelo crónico, que es bastante más
irreversible y sobre el que habría que aplicar antimicrobianos. Por otro lado se trata
de estudiar momentos todavía reversibles en la aparición delproceso cariogénico,
dado que éstos son los casos másfrecuentes.
6.7. TRATAMIENTOS FLUORADOS.
Ya que nuestra ideafue encaminada siempre, hacia la búsqueda de un modelo
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que se aproximara a una situación lo más real posible, utilizamos dos métodos de
aplicación delflúor que corresponden con dos de las formas más habituales de
administrar este agente en el hombre.
* En cuanto alflúorpresente en agua de bebida, este método fue muy utilizado
en campoñas realizadas en diversos paises. Como indicamos al principio, existen
múltiples trabajos realizados tanto en roedores como en humanos, que demuestran
el efrcto cañostático del flúor cuando se añade al agua de bebida (160).
En las etapas iniciales con este tipo de investigación, existen pocos trabajos
que utilizaran concentraciones de flúor inferiores a 10 ppm quefueran capaces de
producir una disminución sign<flcativa del número de caries (219); se sabe que
concentraciones entre 1 y 5ppm reducen sign<ficativamente el número de caries, sin
que se produzca una sign<ficativa pérdida de peso (231). Por este motivo elegimos
para nuestro estudio la concentración de 4ppm, evitando así utilizar concentraciones
más elevadas que pudieran conducir a la presencia constante de concentraciones
apreciables de flúor en sangre, ya que por encima de 0.3 ppm puede originar
trastornos metabólicos (102,138).
* Por otro lado, el flúor presente en barnices es otro método utilizado
frecuentemente a nivel clínico y del cual se ha descrito queproduce una significativa
disminución del número de caries.
La elección del Duraphat se debe por un lado, a que su utilización en clínica
viene produciendo desde hacia varios años (205,131), habiéndose descrito que una
aplicación semestral de Duraphatpuede incluso producir una reversión de la caries,
sobre todo de las iniciales e intermedias, y por otro, a que actualmente sigue siendo
ampliamente utilizado en diversos tipos de estudios experimentales
(54,128,175,206,208).
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La aplicación a las ratas una vez a la semana de Duraphatpuede considerarse
equivalente con respecto de las pautas de crecimiento del animal, con una aplicación
trimestral en un niño.
Cuando se les administró a las ratas los tratamientos fluorados, tanto en el
agua de bebida como a modo de barnices, se observó una disminución del peso en
la primera fase. Este fenómeno en las etapas más tempranos, sería explicable por
el stress a que les somete el uso de tratamientos que exigen una continua
manipulación, siendo en etapas más adultas (3 meses) menos vulnerables a cualquier
tipo de tratamiento. A pesar de las modificaciones observadas, estos cambios no
comprometían la salud general del animal.
Una vez elegimos los tratamientos fluorados, uno de nuestros objetivos fue
valorar el efecto que causaban, en el recuento celular de S. mutaus
.
En cuanto a los tratamientos fluorados, en la dieta “K2000” asociada a
barnices deflúor, observamos un descenso significativo en el recuento de 5. mutans
con una p < a oooos. El efecto inhibidor del flúor como se sabe actúa sobre
procesos enzimáticos de las bacterias involucradas en el metabolismo de los
azúcares, además ejerce un papel de protección contra la desmineralización del
diente y posee la propiedad de inhibir la adherencia al diente. En el tratamiento con
agua fluorada, se produce una disminución de 5. mutaus en relación con la dieta
cañógena, aunque no tan efectiva como con barnices (p < 0.0001).
Una explicación posible a ésta mayor efectividad de los barnices, se deba a
que al ser aplicados éstos directamente sobre el esmalte dental mediante
pincelociones, la concentración alcanzada en flúor es mayor que la obtenida con lo
delflúor administrado en agua de bebida. Además su acción es más duradera, ya
que el tiempo de exposición del diente frente a éste compuesto pasa a ser de varios
minutos a varias horas, debido a que aunque la aplicación se realiza durante un
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tiempo limitado, el barniz presenta la propiedad de adheñrse a la superficie’ dental
durante varias horas. Esto permite que la concentración deflúor no sólo incremente
en el esmalte sino también en la dentina, donde se ha descrito que el enriquecimiento
en flúor puede llegar hasta una profundidad de 30 g, alcanzando incluso valores de
1500 ppm (186,236).
Con respecto a la dieta ‘fibra Gwar”, se observó que también había un
descenso en el recuento de este microorganismo cuando las ratas eran tratadas con
flúor en forma de barnices y en forma de agua fluorado con una disminución
signiflcativa de p < 0.01 y p < a os respectivamente.
Analizando el efecto que produce el flúor sobre bacterias del género
Lactobacillus se observo que no se da una disminución sign¿flcativa en el recuento
bacteriano cuando se administro conjuntamente con la “dieta 1<2000”, solo a los 90
días y cuando se adiciono “fibra Gwar” a la dieta, se manifiesta un descenso en la
población. HAMILTON en 1985 (101) estudió el comportamiento de cepas de
Lactobacillus sim. frente alflúor, observando que eran menos sensibles a éste que
5. mutaus. Asimismo comprobó “in vitro” que tanto 5. mutans como Loctobacillus
son capaces de adaptar su crecimiento en presencia de flúor.
6.8. EXAMEN CLíNICO DE LA CARIES.
Desde un punto de vista microscópico, estudiamos la histología de la lesión
para ver si los datos macroscópicos observados con los diferentes tratamientos tenían
relación con la lesión histológica y así ahondar en si se desarrollaban procesos de
recalcificación teniendo en cuenta que en las segundas tomas aparecían menos
caries> cuando se administrabaflúor conjuntamente con dietas ricas en hidratos de
carbono, en particular cuando se daban barnices de flúor con la dieta “1< 2000” y
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“fibra Gwar”, que provocan una reducción de caries del 96% y 92% a los 90 días
de tratamiento.
Macroscópicamente vimos uno respuesta patológica de las mucosas a los
tratamientos tópicos con barnices, según se observa en la fotografio 3, que pueden
deberse a una acción quelante del producto, aunque no sabemos si esta patología
es por la acción en si misma delproducto ó bien sea debido a la frecuencia y dosis
administrada en este estudio. Además en los casos tratados con barnices apareció
una coloración blanca luminosa en el esmalte, y en los surcos de las superficies
oclusales tratadas se encontraron unos depósitos blanquecinos que pueden ser
depósitos de calcio, actuando éste o modo de protección del diente al provocar un
menor depósito de restos alimenticios y de placa bacteriana en las fisuras y surcos
de las piezas dentarias, lo queprovocaría una disminución del estimulo cariogénico
y consecuentemente una mayor reducción en el número de caries.
Sabemos que las lesiones pueden ser a nivel clínico activas o inactivas, estas
últimas posiblemente como resultado de un tratamiento que apunta a la detención de
una postenor progresión de la lesión (244). Además, las lesiones inactivas o
retenidas, generalmente se observa que son capaces de remineralizar, hecho que
podía estar relacionado con algunos de los casos de estas lesiones trotadas. Para
comprobar estos hechos y a la vez apreciarlos de una manera más cualitativa
utilizamos el microscopio de luz polarizada que examinó las secciones desecadas.
Se apreciaron lesiones porosas que aparecían como un defecto en forma de
cuña con lo base en la superficie del esmalte. Lo explicación de la apariencia
translúcido de esta zona con las estructuras del esmalte menos evidentes, parece ser,
la disolución inicial del esmalte que principalmente se produce a lo largo de las
aperturas de los espacios interpñsmáticos del tejido, dando como resultado una
pérdida de estructuración de los prismas (foto n0 4).
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6.9. RELAClON MICROORGANISMO-CARIES.
Estudiada la relación que existe entre los recuentos bacterianos de 5. mutans
en salivo con el desarrollo de lesiones cariógenas, comprobamos estadisticamente
que existe un valor de correlación significativo, sirviendo estos resultados para
considerar a este microorganismo como un indicador de la infección dental cuando
se aísla de muestras salivares (140).
Estos resultados coinciden en el caso de bacterias del género Lactobacillus es
decir, se encuentran elevados niveles coincidiendo con la presencia de lesiones
coriógenas; dada su capacidad para resistir medios acidos se le atribuye un
importante papel en el inicio de las lesiones de caries, sin embargo estudios más
recientes indican que no está involucrada en el inicio de la cañes, aunque si son
invasores secundarios que contribuyen al avance de lesiones ya existentes (101). Un
estudio realizado por VAN HOUTE en 1980 (241) apoyó esta posibilidad al
observar que se pueden desarrollar lesiones en dientes que no albergan dichos
microorganismos.
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Conclusiones
1. El desarrollo de 5. mutaus a altas concentraciones de sacarosa - sustrato más
importante para esta especie, con respecto a su papel como agente etiológico del
proceso cariogénico - muestra que:
* facilita su crecimiento y aislamiento selectivo en medios de cultivo.
* provoca una fuerte acidez del medio.
*favorece su capacidad de adherencia al aumentar la producción de “slime”,
alcanzando el mayor valor a las 48 horas.
* aumenta la producción de glucano y su valoración cuantitativa puede ser
un buen indice de la actividad metabólica de 5. mutans
.
2. Tanto el xilitol como el sorbitolpor sus propiedades de reducir el crecimiento de
5. mutans e inhibir la producción de ácido, deben estudiarse como posibles
sustitutos de azúcares en la dieta.
3. Evaluada la resistencia que muestra ¡ 5. mutans frente a medios ácidos, se
considera que elpH óptimo para el crecimiento de esta especie se encuentra dentro
de un intervalo de 7.0 a 5.0, disminuyendo a partir de éste último.
4. La capacidad de agregación que tiene 5. mutans - principal microorganismo
implicado en la génesis de la caries dental - con otras bacterias orales> permite un
mayor conocimiento del origen y continuidad de dicha infección.
5. La actividad que ejerce el flúor frente a 5. mutans es una acción bacteriostática
que actúa inhibiendo el crecimiento y la producción de ácidos, siendo el valor de
CMI 128 mg/l y la CMB = 4096 mg/l.
6. El estudio de diferentes parámetros sobre la actividad delflúor, tomando como
patrón las valoraciones obtenidas por el método de macrodilución en caldo, muestra
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que:
* actúa independientemente de la concentración de azúcar existente en el
medio.
* aumenta su actividad a medida que disminuye el pH.
* a concentraciones subinhibitoñas no influye en el fenómeno de
autoagregación de 5. mutans aunque sifavorece la capacidad de adherencia
al aumentar la producción de glucano.
7. El modelo experimental diseñado reproduce el desarrollo de un proceso
cañogénico a nivel de la superficie dental mediante el uso de dietas ricas en hidratos
de carbono (sacarosa) y responde a las aplicaciones de flúor en sus dos
modalidades.
8. Los recuentos de 5. mutans se incrementan significativamente con el consumo de
dietas ricas en hidratos de carbono, alcanzando con la dieto “1<2000” valores más
elevados que con la dieta “Fibra Gwar”.
9. Estudiada la relación que existe entre los recuentos bacterianos de 5. mutaus en
salivo con el desarrollo de lesiones cariogénicas, comprobamos que existe un valor
de correlación sign<ficativo, sirviendo estos resultados para considerar a este
microorganismo como indicador de la infección dental cuando se aislo de muestras
salivares.
10. El flúor confirma su acción preventiva y de tratamiento de caries ya que produce
un descenso sign<ficativo en el recuento celular de S. mutansy en la caries tanto a
nivel de lesiones como en la disminución de éstas por aumento de la reminerali-
zación de estas áreas, siendo más eficiente elflúor aplicado como barnices que como
agua fluorada.
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